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Organ! smen durch Erhtthung der 



5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
von Vitamin E durch Kultivieruiig von Organismen, insbesondere 
Pf lanzen die gegenxiber dem Wildtyp eine erhohte Tyrosinamino- 
10 transferase-Aktivit&t aufweisen, sowie die 
Organismen, insbesondere Pf lanzen. selbst. 



Die in der Natur vorkonraienden acht Verbindungen mit Vitamin E- 
Aktivit&t sind Derivate des 6-Chromanols (Ullmann's Encyclopedia 
15 of Industrial Chemistry, Vol. A 27 (1996), VCH Verlagsgesell- 
schaft, Chapter 4., 478-488, Vitamin E) . Die Gruppe der Toco- 
pherole (la-d) weist eine gesSttigte Seitenkette auf, die Gruppe 
der Tocotrienole (2a-d). eine ungesSttigte Seitenkette: 



20 



25 




0) 



la, 
lb, 
lc, 
30 Id, 



35 



a-Tocopherol : R 1 
p-Tocopherol : R 1 
y-Tocopherol: R 1 
5-Tocopherol : R 1 



= R2 = R3 = CH 3 
= R 3 = CH 3 , R 2 = H 
= H, R 2 = R 3 = CH 3 
= R 2 = H, R 3 = CH 3 




(2) 



2a, 
40 2b, 
2c, 
2d, 



a-Tocotrienol : R 1 
P-Tocotrienol: R 1 
y-Tocotrienol : R 1 
8-Tocotrienol : R 1 



= R 2 = R 3 = CH 3 
= R3 = CH 3 , R 2 = H 
= H, R 2 = R 3 = CH 3 
=r R 2 = H> R 3 = CH 3 



In der vorliegenden Erf indung werden unter Vitamin E alle vor- 
45 stehend erw&hnten Tocopherole und Tocotrienole mit Vitamin-E- 
Aktivitat verstanden. 
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Diese Verbindungen mit Vitamin-E-Aktivitat sind wichtige natOr- 
liche fett-ldsliche An t i oxidant i en. Bin Mangel an Vitamin E filhrt 
bei Menschen und Tieren zu pathophysiologischen Situationen. 
Vitamin E-Verbindungen haben daher einen hohen wirtschaf tlichen 
5 Wert als Zusatzstoffe im Food- und Feed-Bereich, in pharma- 
zeutischen Formuliierungen und in kosmetischen Anwendungen . 

* *■ ■ ** 

* m 

Ein wirtschaf tliches Verfahren zur Herstellung von Vitamin E- Ver- 
bindungen sowie Nahrungs- und Futtermittel mit erh5ht em Vitamin 
10 E-Gehalt sind daher von grofier Bedeutung. 

Besonders wirtschaf tliche Verfahren sind biotechnologische 
Verfahren unter Ausnutzung nattirlicher oder durch genentische 
Ver&nderung optimierter Vitamin-E-produzierender Organismen. 

IS 

• * * * ■ 

Abbildung 62 zeigt ein Biosyntheseschema von cc-Tocopherol in 

* * 

hSheren Pflanzen. 

In hoheren Pflanzen wird Tyrosin ausgehend von Chorismat Ober 

* * 

20 Prephenat und Arogenat gebildet. Die aramatische AminosSure 

Tyrosin wird durch das Enzym Tyrosinamino transferase in Hydroxy- 
phenyl-Pyruvat umgewandelt, welches durch Dioxygenierung in Homo- 
gentisinsSure fiber ftlhrt wird* 

* 

25 Die Hamogentisins&ure wird anschlie&end an Phytylpyrophosphat 
(PPP) bzw. Geranylgeranylpyrophosphat gebunden, um die Vorl&ufer 
von a-Tocopherol und a-Tocotrienol , das 2-Methyl-6-phytylhydro- 
chinol bzw. das 2-Methyl-6-geranylgeranylhydrochinol zu bilden. ■ 
Durch Methylierungsschritte mit S-Adenosylmethionin als Methyl - 

30 Gruppen-Donor entsteht zunachst 2 , 3-Dimethyl-6-phytylquinol f dann 
durch Zyklisierung y-Tocopherol und durch nochraalige Methylierung 
a-Tocopherol . 

Es sind Versuche bekannt, in tfansgenen Organismen durch tiber- 
55 expression einzelner Biosynthesegene eine ErhShung des Metabolit- 
flusses zur Steigerung des Tocopherol- bzw. Tocotrienolgehaltes 
zu erreichen. 

* i * 

WO 97/27285 beschreibt eine Mbdifikation des Tocopherol-Gehaltes 

* 

40 durch verstarkte Expression bzw* durch Herunterregulation des 
Enzyms p-Hydroxyphenylpyruvatdipxygenase (HPPD) . 

A it 

WO 99/04622 bzw. D. DellaPenna et al., Science 1998, 282, 
2098-2100 beschreiben Gensequenzen codierend fiir eine y-Toco- 
45 pherolmethyltransferase aus Synechocystis PCC6803 und Arabidopsis 
tha liana und deren Einbau in transgene Pflanzen, die einen 
modifizierten Vitamin E-Gehalt aufweisen- 
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WO 99/23231 zeigt, da& die Expression einer Geranylgeranyl - 
Reductase in transgenen* Pflanzen eine gesteigerte Tocopherol- 
biosynthese zur Fplge hat. 

5 WO 00/08169 beschreibt Gensequenzen codierend eine 1-Deoxy- 
D-Xylose-5-Phosphat-Synthas*e und eine Geranyl-Geranyl-Pyro- 
phosphat Oxidoreduktase und* deren Einbau in transgene Pflanzen, 
die einen modif izierten Vitamin E-Gehalt aufweisen. 

* » 

10 WO 00/68393 und WO 00/63391 beschreiben Gensequenzen codierend 
eine Pbytyl/Prenyl-Transf erase und deren Einbau in transgene. 
Pflanzen, die einen mqdif izierten Vitamin E-Gehalt aufweisen. 

In WO 00/6i771 wird postuliert, dafi die Kambination eines Gens 
15 aus dem Sterol-Stof fwechsel in Kombination mit einem Gen aus dem 
Tocopherols tof fwechsel zu einer Erhdhung des Tocopherolgehalts 
in trans gen en Pflanzen ftthren kann. 

* * * 

* * 

* * * 

In einer von A. Lopoulchina verfassten Doktorarbeit (Characteri- 
20 zation of coronatine regulated genes from Arabidqpsis thaliana, 

m 

Doktorarbeit an der Ruhr-Universitat Bochum, Lehrstuhl fOr 
Pflanzenphysiologie, 1999) und in einem Posterbeitrag von 
* H. Holiander-Czytko et al. auf der Botanikertagung 2000 in Jena 
vom 17-22.9.2000 werden durch das Phytotoxin Coronatin induzier- 
25 bare Gene aus Arabidopsis thaliana offenbart.; Bei ei n em dieser 
Gene weist die abgeleitete Aminosauresequenz eine Homologie von 
' ca. 35 % .mit bekannten Tyrosinaminotransf eras en auf. Durch 
heterologe Expression des putativen Tyros inamino trans ferase-Gens 
in E.coli konnte eine geringe Enzymaktivitat einer Tyros in a m i n o- 
30 transferase nachgewiesen werden. Es wird off enb a r t , dafi die 
. Behandlung von Pflanzen mit Coronatin und die Verwundung von 
Pflanzen zu- einer Akkumulation der putativen Tyros inamino- 
transferase- spezifischen mRNA, der putativen Tyros inamino - 
transferase und der mefibaren Enzymaktivitat ftihrt^ Ferner wird 
3S auf Seite 72 f. der Doktorarbeit offenbart, da£ es bekannt sei, 
die Verwundung von Pflanzen zu einer Bildung von reaktiven 
Sauerstoffspezies ftihrt, die durch antioxidative Verbindungen wie 
Tocopherol , Car otinoide oder Rosmarinsaure abgefangen werden. 

* 

40 Alle diese Methoden, bis auf den zuletzt erwahnten Stand der 
■ Technik, lief ern zwar genetisch veranderte Organismen/ ins- 
besondere Pflanzen, die. in der Regel einen modifizierten Gehalt 
an Vitamin E aufweisen, weisen jedoch den Nachteil auf, dafi 
die Hdhe.des Gehalts an Vitamin E in den im Stand der Technik 

45 bekannten genetisch veranderten Organismen noch nicht zufrieden- 
stellend ist . 
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Der Erf indung lag daher die Aufgabe zugrunde ein weiteres Ver- 
f ahren zur Herstellung von Vitamin E durch Kultirv±erung von 
Organismen zur Verfttgung zu stellen, bzw. weitere transgene 
Organismen, die Vitamin E herstellen, zur VerftLgung zu stellen, 
5 die optimierte Eigenschaften, wie beispielsweise einen haheren ■ 
Gehalt an Vitamin E aufweisen und den geschilderten Nachteil . 
des Standes .der Technik nicht aufweisen. 

* # 

DemgemaE wurde ein Verf ahren zur Herstellung von Vitamin E ge- 
10 funden, indem man Organismen kultiviert, die gegentlber dem Wild- 
typ eine erhdhte Tyrpsinaminotransferase-Akt'ivitat aufweisen.. 

Unter Tyrosinaminotransf erase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat 
einer Tyrosinaminotransf erase verstanden. - 

* * 

IS 

Unter einer Tyrosinaminotransf erase wird ein Protein verstanden,. 
das. die enzymatische Aktivitat aufweist, Tyrosin in 4-Hydroxy- 
pheny Ipyruva t umzuwandeln. 

20 Dementsprechend wird unter Tyrosinaminotransf erase-Aktivitat 
die in einer bestimmten Zeit durch das Protein Tyros inamino- 
transferase umgesetzte Menge Tyrosin bzw. gebildete Menge 
4 - Hydroxypheny Ipyruva t verstanden . . r 

25. Bel einer erhohten Tyros inamino trans ferase-Aktivi tat gegen- 
xiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wildtyp in einer 
bestimmten Zeit durch das Protein Tyros inamino transferase die um- 
gesetzte Menge Tyrosin bzw. die gebildete Menge 4 - Hydroxypheny 1 - 
pyruvat erhQht. 

30 

Vorzugsweise betragt diese Erhahung der Tyr o s inami n o trans - 
f erase-Aktivitat mindestens 5 % , weiter bevorzugt mindestens 
20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt min- 
destens 100 %, bevprzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter ■ 
35 mindestens 500 %, insbesondere mindestens 600 % der Tyrosinami.no- 
transf erase-Aktivitat des Wildtyps. 

Unter einem Wildtyp wird der entsprechende nicht genetisch verSn- 
derte Ausgangsorganismus verstanden. Vorzugsweise und insbeson- 

40 dere in Fallen in denen der Organismus oder der Wildtyp nicht 

eindeutig zuordenbar ist, wird unter Wildtyp ftlr die Erhahung der 
Tyrosiixaminotransferase-Aktivitat, die Erhahung der nachstehend 
beschriebenen Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat , die Er- 
hdhung.der nachstehend beschriebenen Homogentisat-Phytyl trans fe- 

45 rase-Aktivitat, die Erhahung der nachstehend beschriebenen Gera- 
nyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat, die Erhdhung 

der nachstehend beschriebenen 2 -Me- 
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thyl~6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase-Aktivitat, die Erhd- 
hung der nachstehend beschriebenen Tocopherolcyclase-Aktivitat, 
die ErhShung der nachstehend beschriebenen y-Tocopherol-Methyl- 
taransferase-Aktivitat, die Reduzierung der nachstehend beschrie- 
5 benen Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat , die Reduzierung der 
nachstehend beschriebenen Maleylacetoacetat-Isomerase-Aktivitat 
und die Reduzierung der . nachstehend beschriebenen Fumarylacetoa- 
cetat-Hydrolase-AJctivitat, sowie fxir die Erhdhung des Gehalts an 
Vitamin E ein Referenzorganismus verstanden. Dieser Referenzorga- 

* 

10 nismus ist vorzugsweise Brassica napus cv Westar. 

% 

Die ErhShung der TyrosiJciamin6trans'£^ kann durch 

verschiedene Wege erfolgen, beispielsweise durch Ausschalten von 
hemmenden Regxxlationsmechanismen auf Translations- und Protein- 
15 ebene oder durch Erhdhung der Genexpression einer Nukleinsaure 
codierend eine Tyrosinaminotransf erase gegenHber dem Wildtyp, 
beispielsweise durch Iriduzierung des Tyrosinaminotransf erase-Gens 
durch Phytotoxine wie beispielsweise Coronatin oder durch Ein- 
bringen von. Nukleinsauren codierjenel eine Tyrosinaminotransf erase . 

20 

Unter Erhdhung der Genexpression einer Nukleinsaure codierend 
eine Tyrosinaminotransf erase wird erf indungsgema ft auch die ~ * 
Manipulation der Expression der Organismus, insbesondere Pflanzeh 
eigenen endogenen Tyrosinaminotransf erasen verstanden. Dies kann 

25 beispielsweise durch VerSnderung der Pramotor DNA-Sequenz fOr 
Tyrosinaminotransf erasen kodierende Gene erreicht werden. Eine 
solche Veranderung, die jeine veranderte oder vorzugsweise erhdhte 
Expressionsrate mindestens eines endogenen Tyros inamino trans- 
ferase Gens zur Folge hat, kann durch Deletion oder Insertion 

30 von DNA Sequenzen erfolgen. 

Eg ist, wie vorstehend beschrieben, mdglich, die Expression 
mindestens einer endogenen Tyro sinamintransf erase durch die 
Application exogener Stimuli zu verandern. Dies kann durch 
35 besondere physiologische Bedingungen, also. durch die Application 
von Fremdsubstanzen erfolgen. 

4 

Des weiteren kann eine veranderte bzw. erhohte Expression min- 
destens eines endogenen Tyrosinaminotransf erase Gens dadurch er- 
40 zielt werden, dass ein im nicht transf ormierten Organismus nicht 
vorkommendes Regulatorprotein mit dem Promotor dieser Gene in 
Wechselwirkung tritt- 

Solch ein -Regulator kann ein chimares Protein darstellen, welches 

* 

45 aus einer DNA-Bindedomane und einer Transkriptionsaktivator- 
Domane besteht, wie beispielsweise in WO 96/06166 beschrieben. 
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In einer bevorzugten Aus f tthrungs f orm erfolgt die Erh6hung der 
Tyrosinaminotransferase-Aktivit&t gegentiber dem Wildtyp darch 
eine Erh6hung der Genexpression einer Nukleins£ure codierend eine 
Tyros inaiaino trans f erase . 
5 • 

In einer weiter bevorzugten Aus ftihrungs form erfolgt die Erhfihung 
der Genexpression einer Nukleins&ure codierend eine Tyros inami no- 
transferase durch Einbringen von NukleinsSuren codierend eine 
Tyrosinaminotrans f erase . in den Organisntus . 

10 

Dazu kann prinzipiell jedes Tyros inamino trans f erase-Gen, also 
jede NukleinsSuren die eine Tyros inaminotransf erase codiert ver- 
wendet werden. Bei genomischen Tyrosinandnotransferase-Nuklein- 
s&ure-Sequenzen aus eukaryontischen Quellen, die Introns ent- 
15 halten, sind fttr den Fall da& der Wirtsorganismus nicht in der 
Lage ist oder nicht in die Lage versetzt werden kann, die ent- 
sprechenden Tyrosinaminotransf erase zu exprimieren, bevorzugt 
bereits prozessierte Nukleinsciuresequenzen, wie die ent- 
sprechenden cDNAs zu verwenden. 

20 

Alle in der Beschreibung erwahnten Nukleins&uren kftnnen 
beispielsweise eine RNA-, DNA- oder cDNA-Sequenz sein. 

Beispiele ftir Nukleinsauren codierend eine Tyrosinamino- 
25 transferase bzw. Beispiele filx Tyrqsinaminontransferasen sind 

die sechs putativen Tyro s inaminotr ans f eras en TAT' I bis .TAT VI aus 
Arabidopsis thaliaha TATI: CAA23026 (Nukleins&ure : SEQ. ID. NO. 
5, Protein: SEQ. ID. NO. 6)., TAT II: CAA23025, TAT III: AAD23027 
30 (Nukleinsaure : SEQ. ID. NO. 7, Protein: SEQ. ID. NO. 8), TAT IV: 
CAA16881, TAT V: AAD21706 (Nukleinsaure :. SEQ. ID. NO. 9, Protein: 
SEQ. ID. NO. 10), TAT VI: (NukleinsSure: SEQ. ID. NO. 11, Pro- 
tein: SEQ. ID. NO. 12) 

t 

35 die Tyrosinaminotransf erase aus J?attus norvegicus (NukleinsoLure : 
. SEQ. ID. NO. 1, Protein: SEQ. ID. NO. 2), 

eine Variante der Tyrosinaminotransf erase aus Hattus norvegicus 
(Nukleins&ure:- SEQ. ID. NO. 3, Protein: SEQ. ID. NO. 4), 

40 



die humane Tyrosinaminotransf erase (Accesion No. . XP — 008081) , 

45 die Tyros inaminotransf erase aus Tryposoma rangeli (Accesion 
No. AF165323_1), . . 
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die Tyrosinamino transferase aus Tryposoma cruzi (Accesion 
No. AI 622965) oder 

* 

* 

die Tyrosinaminotransferase aus Rhizobium meliloti (Accesion 
5 No. L05.065) . 

Bevorzugt verwendet man Nukleinsauren, die Proteine kodieren, 
enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von 
dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 

10 von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 20 %, vorzugsweise mindestens 33 %, bevorzugter 
mindestens 35 %, bevorzugter mindestens 50%, noch bevorzugter 
mindestens 70 %, am bevorzugtesten mindestens 90 % auf AminosSu- 
reebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2, und die die enzymatische 

15 Eigenschaft einer Tyrosinaminotransferase aufweisen. 

Die Sequenz SEQ. ID. NO. 2 stellt die Amino scUire sequenz 
der Tyrosinaminotransferase aus Rattus norvegicus dar. 

20 Unter dem Begriff "Substitution" ist in der Beschreibung der Aus- 
tausch einer oder mehrerer Aminosclxiren durch eine oder mehrere 
Aminosauren zu verstehen. Bevorzugt werden sog. konservative 
Austausche durchgefiihrt, bei denen die ersetzte Aminosaure eine 
Mhnliche Eigenschaft hat wie die ursprtogliche Aminosaure, bei- 

25 spielsweise Austausch von Glu durch Asp, Gin durch Asn, Val durch 
lie, Leu durch He, Ser durch Thr. 

* « 

Deletion ist das Ersetzen einer Aminosaure durch eine direkte 
Bindung.. Bevorzugte Positionen f&r Deletionen sind die Termini 
30 des Polypeptides und die Verknttpfungen zwischen den einzelnen 
Proteindomanen . 

+ 

Insertionen sind Einfugungen von Aminosauren in die Polypeptid- 
kette, wobei formal eine direkte ■ Bindung durch e in oder mehrere 
35 Aminosauren ersetzt wird. 

Unter Identitat zwischen zwei Proteinen wird die Identitat der 
Aminosauren (iber die jeweils gesamte Proteiniange verstanden, 
insbesondere die Identitat die durch Vergleich mit Hilfe der 
40 Lasergene Software der Firma DNASTAR, inc. Madison, Wisconsin 

(USA) unter Anwendung der Clustal-Methode (Higgins DG, Sharp PM. 
Fast and sensitive multiple sequence ali gnm ents on a micro- 
computer. Comput Appl. Biosci. 1989 Apr; 5 (2) : 151-1) unter Ein- 
stellung f olgender Parameter berechnet wird: 

45 

Multiple alignment parameter t 

Gap penalty 10 
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Gap length penalty 10 
Pairwise alignment parameter: 
K-tuple 1 
Gap penalty 3 
5 Window '5 
Diagonals saved . 5 

Unter einem Protein, das eine Identit&t von mindestens 20 % 
auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, 
10 wird dement sprechend ein Protein verstanden, das bei einem 
Vergleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2, ins- 
besondere nach obigen Programmalgorithmus mit obigem Parameter- 
satz eine IdentitMt von mindestens 20 % aufweist. 

i 

15 Die bekannten Tyrosinaminotransferasen .weisen mit der 

SEQ. ID. NO. 2 (Tyrosinaminotransferasen aus Ra tt us norvegicus) 
nach obigem Programmalgorithmus mit obigem Parametersatz folgende 
Identitat [%] der AminosSuresequenzen auf : 

20 CAA23026 (TAT I) 26,8 % 

CAA23025 (TAT II) 22,3 % 

AAD23027 (TAT III) 28,3 % 

CAA16881 (TAT IV) 29,8 % 

AAD21706 (TAT V) 30,0 % 

25 TAT VI Klft.P17.14 33.3 % 

AF165323_1 {Txyposoma r angel i) . 33,3 % 

XP_008Q81 (human) 91,6 % 

In einer weiter bevorzugten Aus ftihrungs form werden Nukleinsauren 
30 in Or gani smen eingebracht, die Proteine kodieren, enthaltend 
die Aminos&uresequenz der Tyros inaminotransf erase aus -Rattus 
noryegicus SEQ. ID. NO. 2 Oder die Aminos&uresequenz der humanen 

* 

Tyros inaminotransf erase (Accesion No. XP_ 008081) . 

35 Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch RQck- 
tibersetzung der Polypeptidsequenz gemaS d^xxi genetischen Code 
erhaltlich, 

Bevorzugt werden daftlr solche Codons verwendet, die entsprechend 
40 der organismusspezif ischen codon usage h&ufig verwendet werden. 
Die codon usage l&St sich anhand von Computer auswertungen 
anderer, bekannter Gene der betref fenden- Or gani smen leicht 
ermitteln. 

45 



f. 
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Soil das Protein beispielsweise in einer Pflanze exprimiert 
werden, so ist es haufig vorteilhaf t,. die codon usage der Pflanze 
bei der RGcktibersetzung zu verwenden. 

■ * 

5 In einer besonders bevorzugten Axis fGhrungs form bringt man eine 
Nukleinsaure, enthaltend die.Sequenz SEQ. ID. NO. 1 in den 
Organismus ein. 

i * * 

t * 

Die Sequenz SEQ. ID, NO. 1 stellt die cDNA der Tyrosinamino- 

to m t 

10 transferase aus Kattus norvegicus (Accesion No, Ntt_012668) dar. 

In einer bevorzugten Aus ftihrungs form werden Organismen kulti- 
viert, die gegenflber dem Wildtyp zusatzlich eine erhShte Aktivi- 
tat mindestens einer der Aktivitaten, ausgewShlt aus der Gruppe 
15 Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, Homogentisat-Phytyl- 
transferase-Aktivitat, Geranyl-Geranyl-Pyrophosphaf-Oxidoreduk- 
tase-Aktivitat, 2-Methyl-6-Phytylhydrochinon--Meth.yltransf erase- 
Aktivitat, Tocopherolcyclase-Aktivitat undy-Tocopherol-Methyl- 
transferase-Aktivitat aufweisen. 

20 

Unter Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat wird die Enzy- 
maktivitat einer Hydroxyphenylpyruvat-Dioscygenase verstanden. 

Unter einer Hydroxyphenylpyruvat -Dioxygenase wird ein Protein 
25 verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, Hydroxyphe- 
nylpyruvat in Homogentisat. umzuwandeln. 

Dementsprechend wird unter Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Akti- 
vitat die in einer bestimmten Zeit durch das Protein Hydroxyphe- 
30 nylpyruvat-Dioxygenase umgesetzte Menge . Hydroxyphenylpyruvat bzw. 

* * 

gebildete Menge Homogentisat verstanden.. 

* * 

» 

Bei einer erhShten Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat ge- 
gendber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wildtyp in einer 
35 bestimmten Zeit durch das Protein Hydroxyphenylpyruvat-Di oxygena- 
se die umgesetzte Menge Hydroxyphenylpyruvat bzw. die gebildete 
Menge Homogentisat erh5ht . 

» • 

Vorzugsweise betragt diese Erhohung der Hydroxyphenylpyruvat-Dio- 
40 xygenase-Aktivltat mindestens 5 %, weiter bevorzugt mindestens 
20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt min- 
destens 100 %, bevorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter 
mindestens 500 %, insbesondere mindestens 600 % der Hydroxyphe- 
nylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat des Wildtyps* 

45 
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Unter Homogentisat-Phytyltransf erase-Aktivitat wird die Enzymak- 
tivitat einer Homogentisat-Phytyltransf erase verstanden. 

Unter einer Homogentisat -Phytyl transferase wird ein Protein ver- 
5 standen, das. die enzymatische Aktivitat aufweist, Homogentisat 
und Phytylpyrophosphat in 2-Methyl-6-Phytylhydrochinol umzuwan- 

deln. 

Dement sprechend wird unter Homogentisat-Phytyltransferase-Aktivi- 
10 tat die in einer bestimmten Zeit durch das Protein Homogentisat- 
Phytyl transferase umgesetzte Menge Homogentisat oder Phytylpyro- 
phosphat bzw. gebildete Menge 2-Methyl-6-Phytylhydrochinol ver- 
standen, 

2.5 Bei einer erhShten Homogentisat -Phytyl transf erase-Aktivitat ge- 
geniiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wildtyp in einer 
bestimmten Zeit durch das Protein Homogentisat-Phytyltransf erase 
die umgesetzte Menge Homogentisat oder Phytylpyrophosphat bzw. * 
die gebildete Menge 2-Methyl-6-Phytylhydrochinol erh6ht. 

20 

Vorzugsweise betragt diese ErhShung der Homogentisat-Phytyl trans - 
f erase-Aktivitat mindestens 5 %, weiter bevorzugt mindestens 
20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt min- 
destens 100 %, bevorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter 
25 mindestens 500 %, insbesondere mindestens 600 % der Homogentisat- 
Phytyltransf erase-Aktivitat des Wildtyps. 

Unter Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat wird 
die Enzymaktivitat einer Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduk- 
30 tase verstanden. 

* ■ ■ 

* . 

Unter einer Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase wird ein 
Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, Ge- 
r any 1 -Ger any- Pyr opho spha t in Phytylpyrophosphat umzuwandeln . 

35 

* 

Dementsprechend wird unter Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidore- 
duktase-Aktivitat die in einer bestimmten Zeit durch das Protein 
Geranyl-Geranyl-Pyroptiosphat-Oxidoreduktase umgesetzte Menge Ge- 
ranyl-Gerany-Pyrophosphat bzw. gebildete Menge Phytylpyrophosphat 
40 verstanden. 

* * 

Bei einer erhahten Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase- 
Aktivitat gegeniiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wild- 
typ in einer bestimmten Zeit durch das Protein Geranyl-Geranyl- 
•45 Pyrophosphat-Oxidoreduktase die umgesetzte Menge Geranyl-Gerany- 
Pyrophosphat bzw. die gebildete Menge Phytylpyrophosphat erhoht . 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

11 

Vorzugsweise betrcLgt diese - Erhdhung der Geranyl-Geranyl-Pyro- 
phosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat mindestens 5 %, weiter bevor- 
zugt mindestens 20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter 
bevorzugt mindestens 100 %,• bevor zugter mindestens 300 %, noch 
5 bevorzugter mindestens 500 %, insbesondere mindestens 600 % der 
Geranyl-Geranyl-PyrophosphatrOxidorednktase-Aktivitat. des Wild- 

typs . 

*r 

Unt er 2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltrans f erase-Aktivitat 
10 wird die Enzymaktivitat einer 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase verstanden . 

Unter einer 2-Methyl-6-Phytylbydrochinon-Methyltransf erase .wird 
ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, 
15 2^Methyl-6-Phytylhydrochinol in 2 / 3-Dimethyl-6-Phytylhydrochinol 
umzuwandeln. 

* 

Dementsprechend wird unter 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase-Aktivitat die in einer 

20 bestimmten Zeit durch das Protein 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase umgesetzte Menge 2 -Me- 
thyl - 6 - Phyty lhydr ochino 1 bzw. gebildete Menge 2, 3-Dimethyl-6-Phy- 
tylhydroch i nol verstanden. 

25 Bei einer erhdhten 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl trans f erase- Aktivi tat gegen- 
tiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wildtyp in einer 
bestimmten Zeit durch das Protein 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochihon-Methyltransferase die umgesetzte Menge 
30 2-Methyl-6-Phytylhydrochinol- bzw.- die gebildete Menge 2,3-Dime- 
thyl-6-Phytylhydrochinol erhdht. 

Vorzugsweise betr&gt diese Erhdhung der 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase-Aktivitat mindestens 
35 5 %, weiter bevorzugt mindestens 20 %, weiter bevorzugt minde- 
stens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %,- bevorzugter minde- 
stens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, insbesondere min- 
destens 600 % der 2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase- 
Aktivitat des Wildtyps. 

40 

Unter Tocopherolcyclase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer 
Tocopherolcyclase verstanden. 

Unter einer Tocopherolcyclase wird ein Protein verstanden, das 
45 die enzymatische Aktivitat aufweist, 2 , 3 -Dimethyl -6-Phytylhydro- 
chinol in y-Tocopherol umzuwandelnv 
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Dementsprechend wird unter Tocopherolcyclase-Aktivitat die in ei- 
ner bestimmten Zeit durch das Protein Tocopherolcyclase umge- 
setzte Menge 2,3"Dimethyl-6-Phytylhydrochinol bzw. gebildete 
Menge y-Tocopherol verstanden. 

S 

Bei einer erhdhten Tocopherolcyclase-Aktivitat gegenttber dem . 
Wildtyp wird soioit im Verglei'ch zum Wildtyp in einer bestimmten 
Zeit durch das Protein Tocopherolcyclase die umgesetzte Menge 
2,3-Dimethyl-6-Phytylhydrochinol bzw. die gebildete Menge y-Toco- 
10 pherol erhdht. 

Vorzugsweise betragt diese ErhShung der Tocopherolcyclase-Aktivi- 
tat mindestens 5 %, welter bevorzugt mindestens 20 %, weiter be- 
vorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %, be- 
i5 vorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens .500 %, 
insbesondere mindestens 600 % der Tocopherolcyclase-Aktivitat des 
Wildtyps . 

Unter y-Tocopherol-Methyltransferase-Aktivitat wird die Enzymakti- 
20 vitat einer y-Tocopherol -Methyl trans f erase verstanden.' 

Unter einer y-Tocophefol-Methyl transferase wird ein Protein ver- 
standen, das die enzymatische Aktivitat aufweist, y-^Tocopherol in 
a-Tocopherol umzuwandeln. 

25 

Dementsprechend wird unter y-Tocopherol-Methyltransferase-Aktivi- 
tat die in einer bestimmten Zeit durch das Protein y-Tocopherol- 
Methyl transferase umgesetzte Menge y-Tocopherol bzw. gebildete 
Menge cc-Tocopherol verstanden. 

30 

Bei einer erhohten y-Tocopherol-Me thyl trans f erase- Aktivi tat gegen- 
tiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wildtyp in einer 
bestimmten Zeit durch das Protein y-Tocopherol-Methyltransf erase: 
die umgesetzte Menge y-Tocopherol bzw. die gebildete- Menge a-Toco- 
35 pherol erhSht. 

• *■ 

Vorzugsweise betragt diese Erhdhung. der y-Tocopherol-Methyltrans- 
ferase-Aktivitat mindestens 5 %, weiter bevorzugt mindestens. 
20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt min- 
40 destens 100 %, bevorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter 
mindestens 500 %, insbesondere mindestens 600 % der y-Tocopherol- 
* Methyl trans ferase-Aktivitat des Wildtyps. 

» 

Die Erhohung mindestens einer der Aktivitaten, ,ausgewahlt aus der 
45 Gruppe Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, Homogentisat- 
Phytyltransf erase-Aktivitat , Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxido- 
reduktase-Aktivitat, 2 -Me- 
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thyi-6-Phytylhydrochinon-Methyl trans f erase-Aktivitat, . Tocopherol- 
cyclase-Aktivitat und y-Tocopherol-MetAyltransferase-Aktivitat 
kann unabhangig voneinander durch verschiedene Wege erfolgen, 
beispielsweise durch Ausschalten von hemmenden Regulationsmecha- 
5 nismen auf Expressions- und Protein-ebene oder durch ErhShung der 
Genexpression der entsprechenden Nukleinsauren, also der ErhShung 
der Genexpression mindestens einer NukleinssLure ausgewahlt aus 
der Gruppe, Nukleinsauren kodierend eine Hydroxyphenylpyruvat- 
Dioxygenase, Nukleinsauren kodierend eine Homogentisat-Phytyl- 
10 transferase, Nukleinsauren kodierend eine Ger any 1 -Ger any 1 - Pyr o - 
phosphat-Oxidoreduktase, Nukleinsauren kodierend eine 2 -Me- 
thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase, Nukleinsauren kodier- 
end eine Tocopherolcyclase und Nukleinsauren kodierend eine y-To- 
copherol-Methyl transferase gegentiber dem Wildtyp. 

IS 

mindestens einer NukleinsMure ausgewahlt aus der Gruppe, Nuk- 
leinsauren kodierend eine Hydr oxyphenylpyruvat-Dioxygenase Nuk- 
leinsauren kodierend eine Homogent isat-Phytyl trans f erase , Nuk- 
leinsauren kodierend eine Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidore- 
20 duktause, Nukleinsauren kodierend eine 2 -Me- 

* 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase, Nukleinsauren kodier- 
end eine Tocopherolcyclase und Nukl e ins aur en kodierend eine y-To- 
copherol -Methyl transferase 

25 Die ErhShting der Genexpression der entsprechenden Nukleinsaure 
gegenOber dem. Wildtyp kann ebenfalls durch verschiedene Wege er- 
folgen, beispielsweise durch Induzierung der entsprechenden Gene 
durch Aktivatoren, also durch Induzierung des Hydroxyphenylpyru- * 
vat -Dioxygenas e -Gens , Homogentisat-Phytyltransf erase-Gens , Gera- 

30 nyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase-Gens, 2 -Me- 
thyl - 6 - Phyt y lhydr o c hinon-Me t hy 1 transferase --Gens , Tocopherolcy- 
clase-Gens oder y-Tocopherol-Methyltransferase-Gens durch Aktiva- 
toren oder durch Einbringen von einer oder mehrerer Genkopien der 

* 

entsprechenden Nukl eins aur en, also* durch Einbringen mindestens 
35 einer der Nukl eins aur en, ausgewahlt aus der Gruppe, Nukleinsauren 
kodierend eine Hydroxyphenylpyruvat-Di oxygenase, Nukleinsauren 
kodierend eine Homogentisat-Phytyltransf erase, Nukleinsauren ko- 

* 

dierend eine Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase, Nuk- 
leinsauren kodierend eine 2-Me- 
40 thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase, Nuklei nsauren kodier- 
end eine Tocopherolcyclase und Nukl e in s aur en kodierend eine y-To- 
copherol-Methyl transferase ih den Organismus. 

i 

Unter Erhdhung der Genexpression einer Nukleinsaure codierend 
45 eine Hydrpxyphenylpyruvat-Di oxygenase, Homogent isat-Phytyl trans- 
ferase, Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase, 2-Me- 
thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase , Tocopherolcyclase 
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oder y-Tocopherol-Me thyl transferase wird er f indungs gema S auch die 
Manipulation der Expression der Organismus eigenen , insbesondere 
der Pflanzen eigenen, endogenen Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygena- 
sen, Homogentisat-Phytyltransferasen, Ge r any 1 -Ge r any 1 - Pyr op h o sp - 
5 hat-Oxidoreduktasen, 2-Me- . 

thyl -6 -Phytylhydrochinon-Me thyl trans f eras en , Tocopherolcyclaseri 
oder y-Tocopherol -Methyl transferasen verstanden. 

* * 

Dies kann beispielsweise durch Ver^nderung der Promotor DNA-Se- 
10 quenz fur Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase , Homogentisat-Phytyl- 
transf erase, Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase, 2 -Me - 
tAyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase, Tocopherolcyclase 
oder y-Tocopherol -Methyl transferase kodierende Gene erreicht wer- 
den. Eine solche Veranderung, die eine erhShte Expressionsrate 
15 des entsprechenden Gens zur Fqlge hat, kann beispielsweise durch 
Deletion oder Insertion von DNA Sequenzen erfolgen. 

• T 

Es ist, wie vorstehend beschrieben, mSglich, die Expression der 
endogenen Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase , Homogentisat-Phytyl- 

20 transferase, Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase, 2-Me- 
thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase, Tocopherolcyclase 
oder y-Tocopherol-Methyltransferase durch die Applikation exogener 
Stimuli zu verandern. Dies kann durch besondere physiologische 
Bedingungen, also durch die Applikation von Fremdsubstanzen er- 

25 folgen. 

Desweiteren kann eine verSnderte bzw. erhShte Egression endoge- 
ner Hydr oxyphenylpyruvat-Dioxygenase- , Homogentisat-Phytyltrans - 
f erase- , Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase- , 2-Me- 
30 thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase-, Tocopherolcyclase- 
oder y-Tocopherol-Methyltransferase-Gene dadurch erzielt wer den, 
dass ein'im nicht transformer ten Organismus nicht vorkommendes 
Regulator-Protein mit dem Promotor dieser Gene in Wechselwirkung 
tritt. 

35 

« * 

, Solch ein Regulator kann ein chimSres Protein darstellen, welches 
aus einer EENA-BindedamSne und einer Trahskriptionsaktivator-Do- 
m&ne besteht, wie beispielsweise in WO 96/06166 beschrieben. 

r 

40 In einer bevorzugten Aus filhrungs form erfolgt die Erhohung der Ge- 
nexpression einer Nukleins&ure codierend eine Hydroxyphenylpyru- 
vat-Di oxygenase, im folgenden auch HPPD genannt, durch Einbringen 
von mindestens einer Nukl e ins £ur en codierend eine HPPD xn den Or- 
ganismus , 
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15 

Dazu kann prinzipiell jedes HPFD-Gen, also jede Nukleinsaure, die 
eine HPPD codiert, verwendet warden. 

Bei genomischen HPPD-Nukleinsaure-Sequenzen aus eukaryontischen 
5 Quellen, die Introns enthalten, sind fiir den Fall daS der Wirts- 
organismus nicht in der Lage. ist oder nicht in die Lage versetzt 
we r den kann, die entsprechende HPPD zu exprimieren, bevorzugt be- 
reits prozessierte Nukleinsauresequenzen, wie die entsprechenden 

• 

cDNAs zu verwenden . . 

10 

Beispiele ftir HPPD-Gene sind Nukleinsauren, codierend eine HPPD 
aus Arabidopsls thaliana (Nukleinsaure : Seq. JD. No. 13/ Protein: 
Seq. ID, No. 14) oder eine HPPD aus Gerste (WO 99/04021). 

* * 

15 In den erf indungsgemafcen transgenen Organismen liegt also in die- 
ser bevorzugten Aus fuhrungs form gegeniiber dem Wildtyp mindestens 
ein weiteres HPPD-Gen vor. In dieser bevorzugten Aus ftihrungs form 
weist der Organismus dementsprechend mindestens eine exogene Nuk- 
leinsaure, codierend eine HPPD oder mindestens zwei endogene Nuk- 

20 leinsauren, codierend eine HPPD auf . 

* 

Bevorzugt verwendet man in vofstehend beschriebener bevorzugter 
Aus fuhrungs form Nukleinsauren, die Proteine kodieren, enthaltend 
die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 14 oder eine von dieser Se- 

25 quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 30 %, vor- 
zugsweise mindestens 50%, bevorzugter mindestens 70%, noch bevor- 
zugter mindestens 90%, am bevorzugtesten mindestens 95% auf Ami- 
nosaureebene mit* der Sequenz SEQ. ID. NO. 14, und die die enzyma- 

30 tische Eigenschaft einer HPPD aufweisen. 

* 

Die Sequenz SEQ. ID. NO. 14 stellt die Aminosauresequenz der HPPD 
aus Arabisopsis thaliana dar. 

35 Unter einem Protein, das eine Identitat von mindestens 30 % 
auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 14 aufweist, 
wird dementsprechend ein Protein verstanden, das bei einem Ver- 
gleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 14, insbeson- 
dere nach obigen Programmalgorithmus mit obigem Parametersatz 

40 eine Identitat von mindestens 30 % aufweist. 

Weitere Beispiele fiir HPPD und HPPD-Gene lassen sich beispiels- 
weise aus verschiedenen Organismen, deren genomische Sequenz be- 
kannt ist, durch Homologievergleiche der Aminosauresequenzen oder 
45 der entsprechenden ruckubersetzten Nukleinsauresequenzen aus Da- 
tenbanken mit der SeQ ID. NO. 14 leicht auffinden. 
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Die HPPD aus Gerste weist beispielsweise mit der HPPD aus Arabi- 
sopsis thaliana (Seq. ID. No. 14) eine Identitat von 57,5% auf . . 

Weitere Beispiele ftir HPPD und HPPD-Gene lassen sich weiterhin 
5 beispielsweise ausgehend von der Sequenz SEQ. ID. No. 13 aus ver- 
schiedenen Organismen deren genomische Sequenz nicht bekannt 1st, 
durch Hybridisierungs- und PCR-Techniken in an sich bekannter 
Weise leicht auffinden. 

10 In einer weiter besonders bevorzugten Aus filh rungs form werden zur 
Erh6hung der Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivit&t Nuklein- 
sauren in Organismen eingebracht, die Proteine kodieren, enthal- 
tend die AminosSuresequenz der HPPD aus Arabidopsoia thaliana 
(SEQ. ID. NO. 14) . 

15 

* * 

Geeignete Nukleins^uresequenzen sind beispielsweise durch Rtick- 
tibersetzung der Polypeptidsequenz gemMfi dem genetischen Code er- 
haitlich. 

* 

20 Bevorzugt werden daftir solche Codons verwendet, die entsprechend 
der organismusspezif ischen codon usage haufig verwendet werden. 

w 

Die codon usage 13£t sich anhand von Computerauswertungen 
anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen leicht 
ermitteln. ' ■ 

25 

Soil das Protein beispielsweise in Pflanzen exprimiert werden, so 
ist es haufig vorteilhaft, die codon usage der Pflanze bei der 
RuckQbersetzung zu verwenden. 

« m 

30 In einer besonders bevorzugten Aus ftihrungs form bringt man eine- 
NukleinsSure, . enthaltend die Sequenz SEQ. ID. NO. 13 in den Orga- 
nismus ein. 

* 

* 

Die Sequenz SEQ. ID. NO. 13 stellt die genomische DNA aus A. tha- 
35 liana dar, die die HPPD der Sequenz SEQ ID NO. 14 codiert. 

\ 

Alle vorstehend erw&hnten HPPD-Gene sind weiterhin in .an sich be- 
kannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbaustei- 
nen wie beispielsweise durch Fragmentkondensation einzelner tiber- 

40 lappender, komplementarer NukleinsSurebausteine der Doppelhelix 
herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 
beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode 
(Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) er- 
folgen. Die Anlagerung synthetischer Oligonukleotide und Auffiil- 

45 len von LQcken mithilf e des Kl enow-Fragment es der DNA-Polymerase 
und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungsverf ahren 
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werden in Sambrook et al. (1989), Molecular cloning; A laboratory 
manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsforca erf olgt die ErhShung der Ge- 
5 nexpression einer Nukleinsaure codierend eine Homogentisat^Phy- 
tyl transferase, im folgenden, auch HPT genannt, durch Einbringen 
von mindestens eineir Nukleinsauren codierend eine HPT in den Or- 
ganismus . * ' 

I 

10 Dazu kann prinzipieli jedes HPT-Gen, also jede Nukleins&ure, die 
eine HPT codiert, verwendet werden. 

* . • i 

Bei genoitiischen HPT-NukleinsSure-Sequenzen axis eukary on t i s chen 
Quellen, die Introns enthalten, sind fur den Fall daS der Wirts- 
15. organismus nicht in der Lage ist oder nicht in die Lage versetzt 
werden kann, die entsprechende HPT zu exprimieren, bevorzugt be- 
reits prozessierte NukleinsSuresequenzen-, wie die entsprechenden 
cDNAs zu verwenden. 

20 Beispiele fur HPT-Gene sind Nukleinsauren, codierend eine HPT aus 
Arabidopsis thaliana (NukleinsSure : Seq. ID. No. 15, Protein: 
Seq. ID. No. 16) oder Nukleinsauren, codierend. eine .HPT aus Gly- 
cine max, Heliantus annus, Nicotiana tabacum, Physcomitrella pa- 
tens, Brassica napus, Oryza sativa, Hordevm vulgaris oder Syn- 

25 echocystis sp. PCC6803. 

In den erf indungsgemctSen transgenen Organismen liegt also in die- 
ser bevorzugten Ausfuhrungsform gegentiber dem Wildtyp mindestens 
ein weiteres HPT-Gen vor. In dieser bevorzugten Aus fCthrungs form 
30 weist der Organismus dementsprechend mindestens eine exogene Nuk- 
leinsaure, codierend eine HPT oder mindestens zwei endogene Nuk- 
leinsauren, codierend eine HPT auf. 



Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter 
35 Ausftihnmgsform. Nukleinsauren, die Proteine kodiereh, enthaltend 
die Aminos&uresequenz SEQ. ID. NO. .16 oder eine von dieser Se- 
quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminos^Luren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 30 %, vor- 
zugsweise mindestens 50%, bevorzugter mindestens 70%, noch bevor- 
40 zugter mindestens 90%, am bevorzugtesten mindestens 95% auf Ami- 
nos^ureebene mit der- Sequenz SEQ. ID. NO. 16, und die die enzyma- 
tische Eigenschaft einer HPT aufweisen. 

Die Sequenz SEQ. ID. NO. 16 stellt die AminosSuresequenz der HPT 
45 aus Arabisopsis thaliana dar. 
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Uhter einem Protein, das eine Identitat von mindestens 30 % 
auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 16 aufweist, 
wird dement sprechend ein Protein verstanden, das bei einem Ver- 
gleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 16 , insbeson- 
5 dere nach obigen Programmalgorithnrus mit obigem Parainetersatz 
eine Identit&t von mindestens 30 % aufweist. 

Weitere Beispiele fiir HPT und HPT-Gene lassen sich beispielsweise 
aus verschiedenen Organismen, deren genomiscfae Sequenz bekannt 
10 ist, durch Homologieyergleiche der Aminosauresequenzen oder der 
entsprechenden rticktibersetzten Nukleins&uresequenzen aus Daten- 
banken irdt der SeQ ID. NO.' 16 leicht auffinden. 

» 

Die HPT aus Synechocystis. sp. PCC68Q3 weist beispielsweise mit 
15 der HPT aus Arabisopsis thaliana (Seq. ID. No. 16) -eine Identitat 

^ 

von 40, 9 % auf. 

* * 

Weitere Beispiele f ilx' HPT und HPT-Gene lassen sich weiterhin bei- 
spielsweise ausgehend von der Sequenz SEQ. ID. No'. 15 aus ver- 
20 schiedenen Organismen deren geilomische Sequenz nicht bekannt ist, 
durch Hybridisierungs- . und PCR-Techniken in an sich bekannter* 
Weise leicht auffinden. 

■ 

In einer weiter besonders bevorzugten Aus ftihrungs form werden zur 
25 Erhohung der Homogent isat-Phytyl trans f erase-Aktivitslt NukleinsSu- 
ren in Organismen eingebracht, die Proteine kodieren, enthaltend 
die Aminos&uresequenz der HPT aus Arabidopsois thallana (SEQ. ID. 
NO. 16). 

30 Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch Rtick- 
iibersetzung der Polypeptidsequenz gemSS dem genetischen Code er- 
h&ltlich. 

. Bevorzugt werden daftir solche Codons verwendet, die entsprechend 
35 der organismusspezif ischen codon usage hSufig verwendet werden. 
Die codon usage l&£t sich anhand von Computerauswertungen 
anderer, . bekannter Gene der betref fenden Organismen leicht 
ermitteln. 

40 Soli das Protein beispielsweise in Pflanzen exprimiert werden, so 
ist es haufig vorteilhaft, die codon usage der Pf lanze bei der 
Riicktibersetzung zu verwenden. 

In einer besonders bevorzugten Aus ftihrungs form bringt man eine 
45 Nukleinsaure, enthaltend die Sequenz SEQ; -ID. NO. 15 in den Orga- 
nismus ein. 
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Die Sequenz SEQ. ID. NO. 15 stellt die genomische DNA aus A. tha- 
" liana dar, die die HPT der Sequenz SEQ ID NO. 16 codiert. 

Alle vorstehend erw&hnten HPT-Gene sind weiterhin in an sich be-. 
5 kannter. Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbaustei- 

■ 

nen wie beispielsweise durch Fragmentkondensation einzelner tlber- 
lappender, komplementelrer Nukleins&urebausteine der Doppelhelix 
herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 
beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode 

10 (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, . Seite 896-897) er- 
folgen. Die Anlagerung synthetischer Oligonukleotide und Auf fal- 
len von Lttcken mithilf e des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase 
und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungsverf ahren 
werden in Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory 

15 manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

In einer bevorzugten Aus ftthrungs form erfolgt die Erh6hung der Ge- 
nexpression einer NukleinsSure codierend eine Geranyl-Geranyl-Py- 
rophosphat-Oxidoreduktase, im folgenden auch GGPPpR genannt, 
20 durch Einbringen von mindestens einer Nukleins&uren codierend 
eine GGPPOR in den Organismus. 

Dazu kann prinzipiell jedes GGPPOR-Gen, also jede Nukleinsaure, 
die eine GGPPOR codiert, verwendet werden. 

25 

Bei genomischen GGPPOR-Nukleinsaiire - Sequenz en aus eukaryontischen 
Quellen, die Introns enthalten, sind fttr den Fall dafc der Wirts- 
organismus nicht in der Lage is t oder nicht in die Lage versetzt . 
werden kann, die entsprechende GGPPOR zu exprimieren, bevorzugt 
30 bereits prozessierte Nukle ins ture sequenz en, wie die entsprechen- " 

# 

den cDNAs zu verwenden. 

* * 

Beispiele fttr GGPPOR^Gefce sind Nukleins&uren, codierend eine 
GGPPOR aua Nicotania tabacum (Nukleinsaure: Seq. ID. . No. 17 , Pro- 
35 tein: Seq. ID. No. 18) oder Nukleins&ireri, codierend eine GGPPOR 
aus Arabidopsis thaliana, Glycine , max, Heliantus annus, Physcami- 
trella patens, Brassica napus, Oryza sativa, Hordeum vulgaris 
oder Synechocystis sp. PCC6803. 

40 In den erf indungsgemaSen trans genen Or ganismen liegt also in die- 
ser bevorzugten Aus fiihrungs form gegentlber dem Wildtyp mindestens 
ein weiteres GGPPOR-Gen vor. In dieser bevorzugten Aus fiihrungs - 
f orm weist der Organismus dement spr echend mindestens eine exogene 
Nukleinsaure, codierend eine GGPPOR oder mindestens zwei endogene 

45 Nukle ins &ureii, codierend eine GGPPOR auf. 
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20 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter 
Aus ftihrungs form Nukleinsauren, die Proteine kodieren, enthaltend 
die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 18 oder eine von dieser Se- 
quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Amino ScLur en 
5 abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 30 %, vor- 
zugsweise mindesteris 50%, bevorzugter mindestens 70%, noch bevor- 
zugter mindestens 90%, am bevorzugtesten mindestens 95% auf Ami- 
nos&ureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 18, und die die enzyma- 
tische Eigenschaft einer GGPPOR aufweisen. 

10 

Die Sequenz SEQ. ID. NO. 18 stellt die Aminosauresequenz der 
GGPPOR aus Nicotania tabacum dar. 

* * * 

Unter einem Protein, das eine Identitat von mindestens 30 % 
15 auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO; 18 aufweist, 
wird dementsprechend ein Protein verstanden, das bei einem Ver- 
gleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 18, insbeson- 
dere nach obigen Programmalgorithmus mit obigem Parametersatz 
eine Identitat von mindestens 30 % aufweist. 

20 

Weitere Beispiele f Or GGPPOR und GGPPOR-Gene lassen sich bei- 
spielsweise aus versfchiedenen Organismen,* deren genomische 
Sequenz bekannt ist, durch Homologievergleiche der Aminosaurese- 
quenzen oder der entsprechenden ruckiibersetzten Nukleinsaurese- 
25 quenzen aus Datenbanken mit der SeQ ID. NO. 18 leicht auffinden. 

* * 

Die GGPPOR aus Arabidopsis thaliana weist beispielsweise mit der 
GGPPOR aus Nicotania tabacum (Seq. ID. No. 18) eine Identitat von 
80 % auf; 

30 

Weitere Beispiele ftlr GGPPOR und GGPPOR-Gene lassen sich weiter- . 
hin beispielsweise ausgehend von der Sequenz SEQ. ID. No. 17 aus 
verschiedenen Organismen deren genomische Sequenz nicht bekannt 
ist, durch Hybridisierungs- und PCR-Techniken in an sich bekann- 
35 ter Weise leicht auffinden. 

^ * * * 

In einer weiter- besonders bevorzugten Aus ftihrungs form werden zur 
Erhdhung der Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase-Aktivi- 
tat Nukleinsauren in Organismen. eingebracht, die Proteine kodie- 
40 ren, enthaltend die Aminosauresequenz der GGPPOR aus Nicotania 
tabacvm (SEQ. ID. NO. 18) . 

■ 

Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch Rttck- 
tibersetzung • der Polypeptidsequenz gema£ dem genetischen Code er- 
45 haitlich. 
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Bevorzugt werden daftlr solche. Codons verwendet, die ent spr echend 
der organismusspezifischen codon usage haufig verwendet werden. 
Die codon usage l&Bt sich anhand von Computerauswertungen 
anderer, bekannter Gene der betref fenden Organismen leicht 
5 ermitteln. . 

Soil das Protein beispielsweise in Pflanzen exprimiert werden, so 
ist es haufig vorteilhaft, die codon usage der Pflanze bei der 
RQckQbersetzung zu verwenden. 

10 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm bringt man eine 
NukleinsSure, ent hal tend die Seguenz SEQ. ID. NO. 17 in. den Orga- 
nisxmis ein. 

* 

IS Die Sequenz SEQ. ID. NO. 17 stellt die genomische DNA aus Nico- 
tiana tabacum dar, die die GGPPOR der Sequenz SEQ ID NO. 18 co- 



Alle vorstehend erwahnten GGPPOR-Gene sind weiterhin in an sich 
20 bekannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbau- 
steinen wie beispielsweise durch Fragmentkondensation einzelner 
Oberlappender, komplement&rer Nukleins£urebausteine der Doppelhe- 
lix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 
beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode 
25 (Voet, Voet, .2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) er- 
folgen. Die Anlagerung synthetischer Oligonukleotide und Auf ftil- 
Ten von Lticken mithilf e des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase 
und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungsverf ahren 
werden in Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory 
30 manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 



In einer bevorzugten Aus fiihrungs form erf olgt die Erhahung der Ge- 
nexpression einer Nukleins&ure codierend eine 2-Me- 
thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase, im folgenden auch MT1 
35 genannt, durch Einbringen von mindestens einer Nukleins&uren co- 
dierend eine MTl in den Organismus . 

m a 

Dazu kann prinzipiell jedes MTl -Gen, also jede Nukleinsaiure., die 
eine MTl codiert, verwendet werden. 

Bei genomischen MTl-Nukleins^ure-Sequenzen aus eukaryontischen 
Quellen, die Introns enthalten, sind fttr den Fall daS der Wirts- 
organismus nicht in der Lage ist oder nicht in die Lage versetzt 
werden kann, die entsprechende MTl zu exprimieren, bevorzugt be- 
45 reits prozessierte NukleinsSuresequenzen, wie die entsprechenden 
cDNAs zu verwenden. 
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Beispiele fiir MTl-Gene sind Nukl e ins aur en , codierend eine MTl aus 
Synechocystis sp. PCC6803 (Nukleinsaure: Seq. ID. No. 19, Prd- 
tein: Seq. ID. No. 20) . 

5 In den erfindungsgem&Sen transgenen Organismen liegt also in die- 
ser bevorzugten Aus ftihrungs form gegenttber dem Wildtyp mindestens 
ein weiteres MTl-Gen vor. In.dieser bevorzugten Aus ftlhrungs form* 
weist der Organismus dementsprechend mindestens eine . exogene Nuk- 
leins&ure, codierend eine MTl oder mindestens zwei endogene Nuk- 
10 leinsSuren, codierend eine MTl auf . 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter 
Aus fuhrungs form NukleinsSuren, die Proteine kodieren, enthaltend 
die Aminos&uresequenz SEQ. ID." NO. 20 oder. eine von dieser Se- 

15 quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminos&uren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identit&t von mindestens 30 %, vor- 
zugsweise mindestens 50%, bevorzugter mindestens 70%, noch bevor- 
zugter mindestens 90%, am bevorzugtesten mindestens 95% auf Ami- 
nos&ureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 20, und die die enzyma- 

20 tische Eigenschaf t einer MTl aufweisen. 

Die Sequenz SEQ. ID. NO. 20 stellt die Aminosauresequenz der MTl 
aus Synechocystis sp. PCC6803 dar. 

25 Unter einem Protein,, das eine Identitat von mindestens 30 % 
auf Aminosaureebene mit der. Sequenz SEQ. ID. NO. 20 aufweist, 
. wird dementsprechend eirt Protein verstanden, das bei einem Ver- 
gleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 20, insbeson- 
dere nach obigen Programmalgorithmus mit obigem Parametersatz 

30 eine Identit&t von mindestens 30 % aufweist. 

Weitere Beispiele ftlr MTl und MTl-Gene- lassen sich beispielsweise 
aus . vers chiedenen Organismen, deren genomische Sequenz bekannt 
ist, durch Homologievergleiche der Aminosauresequenzen oder der 
35 entsprechenden rtickttbersetzten Nukleins&uresequenzen aus Daten- 
banken mit der SeQ ID. NO. 20 leicht auffinden. 

Weitere Beispiele fttr MTl und MTl-Gene lassen sich weiterhin bei- 
spielsweise ausgehend von der Sequenz SEQ. ID. No. 19 aus ver- 
40 schiedenen Organismen deren genomische Sequenz nicht bejcannt ist, 
durch Hybridisierungs- und PCR-Techniken in an sich bekannter 
Weise leicht auffinden. 

r 

In einer weiter besonders bevorzugten Aus ftlhrungs form werden zur 
45 Erh6hung der 2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase-Akti- 
vitat Nukleinsauren in Organismen eingebracht, die Proteine ko- 
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dieren, enthaltend die Aminosauresequenz der MTl aus Synechocy- 
stis sp. PCC6803 (SEQ. ID. NO. 20). 

Geeignete Nukl e ins &ur es equen z en sind beispielsweise durch R<lck- 
5 tibersetzung der Polypeptidsequenz gem&£ dem genetischen Code er- 
haitlich. 

Bevorzugt werden daftir solche Codons verwendet, die entsprechend 
der organismusspezifischen codon usage Mufig verwendet werden. 
10 Die codon usage 13£t sich anhand von Computerauswertungen 
anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen leicht 
ermitteln. 

Soli das Protein beispielsweise in Pflanzen exprimiert werden, so 
15 ist es hfiufig vorteilhaft, die codon usage der Pflanze bei der 
Riickttbersetzung zu verwenden. 

In einer besonders bevorzugt en Aus ftlhrungs form bringt man eine 
Nukleins&ure , enthaltend die Sequenz SEQ. ID. NO. 19 in den Orga- 
20 nismus ein. 

Die Sequenz SEQ. ID. NO. 19 stellt die genomische DNA aus Syne- 
chocystis sp. PCC6803 dar, die die MTl der Sequenz SEQ ID NO. 20 
codiert. 

25 

Alle vorstehend erwghnten MTl-Gene sind weiterhin in an sich be- 
kannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbaustei- 
nen wie beispielsweise durch Fragmentkondensation einzelner tiber- 
lappender, komplementarer NukleinsHurebausteine der Doppelhelix 
30 herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 

beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode 
. (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) er- 
folgen. Die Anlagerung synthetischer Oligonukleotide und Aufftll- 
len von Lticken mithilfe des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase 

* 

35 und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungsverf ahren 

* 

werden in Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory 
manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

In einer bevorzugt en Aus fiihrungs form erfolgt die Erh6hung der Ge- 
40 nexpression einer Nukleins&ure codierend eine Tocopherolcyclase , 
im folgenden auch CYC genannt, durch Einbringen von mindestens 
einer Nukleinsauren codierend eine CYC in den Organismus. 

Dazu kann prinzipiell jedes CYC-Geh, also jede Nukleins&ure, die 
45 eine CYC codiert, verwendet werden. 
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Bei genomischen CYC-NukleinScLure-Sequenzen aus eukaryontischen 
Quellen, die Introns enthalten, sind fttr den- Fall dafi der Wirts^ 
organismus nicht in der Lage ist oder nicht in die Lage versetzt 
werden kann, die entsprechende CYC zu exprimieren, bevorzugt be- 
5 reits prozessierte Nukleins&uresequenzen, wie die entsprechenden 
cDNAs zu verwenden . 

Beispiele fxir CYC -Gene sind NukleinsSuren, codierend eine CYC aus 
Synechocystis sp. PCC6803 (NukleinsSure : Seq. ID. No. 21, Pro- 
10 tein: Seq. ID. No. 22) oder Nukleins&uren, codierend eine CYC aus 
Glycine max, Heliantus annus, Nlcotiana tabacum, PhyscomitrellS. 
. patens, Brassica napus, Oryza sativa, Arabidopsis thallana oder 
Hordeum vulgaris . 

15. In den erf indungsgem3ften transgenen Organismen liegt also in die- 
ser bevorzugten Aus ftihrungs form gegentiber dem Wildtyp mindestens 
ein weiteres CYC-Gen vor. In dies er bevorzugten Aus filhrungs form 
weist der Organismus dementsprechend mindestens eine exogene Nuk- 
leins&ure, codierend eine CYC oder mindestens zwei endogene Nuk- 

20 leins&uren, codierend eine CYC auf . 

» 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter 

i + 

Aus filhrungs form Nukleinsauren, die Proteine kodieren, enthaltend 
die Aminos&uresequenz SEQ. ID. NO. 22 oder eine von dieser Se- 
25 quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von AminosSuren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identit&t von mindestens 30 %, vor- 

* 

zugsweise mindestens 50%, bevorzugter mindestens 70%, noch bevor- 
zugter mindestens 90%, am bevorzugtesten mindestens 95% auf Ami- 
nos&ureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 22, und die die enzyma- 
30 tische Eigenschaft einer CYC aufweisen; 

* 

Die Sequenz SEQ. ID. NO. 22 stellt die Aminos&uresequenz der CYC 

- • 

aus .Synechocystis sp. PCC6803 dar. 

— ■ 

35 Unter einem Protein, das eine Identitat von mindestens 30 % 
auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 22 auf weist,. 
wird dementsprechend ein Protein verstanden, das bei einem Ver- 
gleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 22, insbeson- 
dere nach obigen Programmalgorithmus mit. obigem Parametersatz 

40 eine Identit&t von mindestens 30 % aufweist. 

i ■ 

Weitere Beispiele ftir CYC und CYC-Gene lassen sich beispielsweise 
aus verschiedenen Organismen, deren genomische Sequenz beka nn t 
ist, durch Homologievergleiche der Aminosauresequenzen oder der 
45 entsprechenden rticktibersetzten Nukleins&uresequenzen aus Daten- 
banken mit der SeQ ID. NO. 22 leicht auffinden. 
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Die CYC aus Arabidopsis .thaliana weist beispielsweise mit cLer CYC 
aus Synechocystis sp. PCC6803 ' fSeq . ID, No. 22) eine 
von 29,1 % auf. 



5 Weitere Beispiele fiir CYC und CYC-Gene lassen sich weiterhin bei- 
spielsweise ausgehend von. der Sequenz SEQ. ID. No. 21 aus ver- 
schiedenen Organismen deren genamische Sequenz nicht bekannt ist, 
durch Hybridi si erungs-. und PCR-Techniken in an sich bekannter 
Weise leicht auffinden. 

10 

In einer weiter besonders bevorzugten Aus ftihrungs form werden zur 
Erhdhung der Tocopherolcyclase-AktivitMt Nukleins&uren in Orga- 
nismen eingebracht, die Pro t eine kodieren, enthaltend die Amino - 
s&uresequenz der CYC aus Synechocystis sp. PCC68Q3 (SEQ. ID. NO. 
15 22) . 

Geeignete NukleinsSuresequenzen sind beispielsweise durch Rdck- 
tibersetzung der Polypeptidsequenz gemaS dem genetischen Code er- 
haitlich. 

20 

Bevorzugt werden daftir solche Codons verwendet, die entsprechend 
der organismusspezif ischen codon usage h&ufig verwendet werden. 
Die codon usage l&£t sich anhand von Computerauswertungen 
anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen leicht 
25 ermittelni 

■ ' • • • . • 

Soli das Protein beispielsweise in Pflanzen exprimiert werden, so 

.ist es h&ufig vorteilhaft, die codon usage der Pflanze bei der 

RttckCLbersetzung zu verwenden. 

30 

In einer besonders bevorzugten Aus f-Qhrungs form bringt man eine - 
NukleinsSure, enthaltend die Sequenz SEQ. ID. NO. 21 in den Orga- 
nismus ein. 

* * 

35 Die Sequenz SEQ. ID. NO. 21 stellt die genomische DNA aus Syne- 
chocystis sp. PCC6803 dar, die die CYC der Sequenz SEQ ID NO. 22 



Alle vorstehend erwShnten CYC-Gene sind weiterhin in an sich be- 
40 kannter Weise durch chemische Synthese aus den Nujcleotidbaustei- 
nen wie beispielsweise durch Fragmentkondensation einzelner tiber- 
lappender, komplementarer Nukleinsaurebausteine der Doppelhelix 
herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 
' beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode 
45 (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) er- 
folgen. Die Anlagerung synthetischer Oligonukleotide und Auff fal- 
len von Lvicken mithilf e des Kl enow-Fragment e s der DNA- Po lymer as e 
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und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungsverfahren 
werden in Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory 
manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

4 

5 In einer bevorzugten Ausftlhrungsform erfolgt die ErhShurig der Ge- 
nexpression einer NukleinsSure codierend eine ^-Tocopherol -Methyl - 
transferase, im folgenden auchy^TMT genannt, durch Einbringen von 
mindestens einer Nukleinsauren codierend einey-TM 1 in den Orga- 
hismus. 

10 

Dazu kann prinzipiell. jedes y-TMT-Gen, also jede Nukleinsaure , die 
eine y-TMT codiert, verwendet werden. 

Bei genomiseheny-TOT-Nukleinsaure-Sequenzen aus eukaryontischen 
15 Quellen, - die Introns enthalten, sind fxlr den Fall dafc der Wirts- 
organismus nicht in der Lage 1st oder nicht in die Lage ver setzt 
werden kann, die entsprechende y-TMT zu exprimieren, bevorzugt be- 
reits prozessierte Nukleinsauresequenzen, wie die entsprechenden 
cDNAs zu verwenden . 

20 

Beispiele far y-TMT-Gene sind Nukleinsauren, codierend einey-TMT 
aus Arabidopsis thaliana (NukleinsMure: Seq. ID. No, 23, Protein: 
Seq. ID. No. 24) oder NukleinsSLuren, codierend eineY-TMT aus. Gly~ 
cine max, Heliantus annus, Nicotiana tabacum, Physcomitrella pa- 
25 tens, Brassica napus, Oryza sativa; Hordevm vulgaris oder Syn- 
echocystis sp, PCC6803* 

* + 

In den erf indungs gemMEen transgenen Organismen liegt also in die- 
ser bevorzugten Aus ftihrungs form gegenuber dem Wildtyp mindestens 
30 ein weiteres Y-TMT-Gen vor . In dieser bevorzugten Ausftlhrungsform 
weist der Organismus dement sprechend mindestens eine exogene Nuk- 
leinsaure^ qodierend eineT-TMT oder mindestens zwei endogene Nuk- 
leinsMuren, codierend einey-'TMT auf. 

35 Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter 
Ausftlhrungsform Nukleinsauren, die Proteine kodieren, enthaltetnd 
die AminosSuresequenz SEQ. ID. NO. 24 oder eine von dieser Se- 
quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminos&uren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 30' %, vor- 

40 zugsweise mindestens 50%, bevorzugter mindestens 70%, noch bevor- 
. zugter mindestens 90%, am bevorzugtesten mindestens 95% auf Ami- 
nosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID._N0> 24, und die die enzyraa- 
tische Eigenschaft einer y-TMT aufweisen. 

* • * 

45 Die Sequenz SEQ. ID. NO. 24 stellt die AminosSuresequenz derY-TMT 

* * 

aus Arabisopsis thaliana dar.. 
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Unter einem Protein, das eine Identity t von mindestehs 30 % 
auf Aminos&ureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 24 aufweist, 
wird dementsprechend ein Protein verstanden, das bei einem Ver- 
gleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 24*, insbeson- 

* * * 

5 dere nach obigen Programmalgorithmus mit obigem Parametersatz 
eine Identitat von mindestens 30. % aufweist. 

* * 

Weitere Beispiele ftLry-TMT und y^rafT-Gene lassen sich beispiels- 
weise aus verschiedenen Organismen, deren genomische Sequenz be- 
10 kannt ist, durch Homologievergleiche der Aminos&uresequenzen oder 

* 

der entsprechenden rtickubersetzten Nukleinsaureseqizenzen aus Da- 
tenbanken mit der SeQ ID. NO. 24 leicht auffinden. 

M m 

#■ I * 

» 

Die y-TMT aus Synechocystis sp. PCC6803 weist beispielsweise mit 
15 dery-TlMT aus Arabisopsis tha liana (Seq. ID. No. 24) eine Identi- 
tat von 26,7 % auf. 

m ■ 

+ * 

t Weitere Beispiele fOry-TMT und y-TMT-Gene lassen sich weiterhin 
beispielsweise ausgehend von der Sequenz SEQ. ID. No. 23 aus ver- 
20 schiedenen Organismen deren genomische Sequenz nicht bekannt ist, 
durch Hybridisierungs- und-'PCR-Techniken in an sich bekannter 
Weise leicht auffinden. 

■ 

* 

In einer weiter besonders bevorzugten Aus ftihrungs form werden zur 
25 Erhdhung der Y^Tocopherol-Methyltrarisferase-Aktivitat Nukleins£u- 
ren in Organismen eingebracht, die Proteine kodierei;, enthaltend 
die Aminos&uresequenz dery-'EMT aus Arabidopsols thaliana 
(SEQ. ID. NO. 24). 

30 Geeignete Nukleins£uresequenzen sihd beispielsweise durch Riick- 
tibersetzung der Polypeptidsequenz gemcLS dem genetischen Code er- 
Mltlich. . 

Bevorzugt werden daf iir solche Codons verwendet , die entsprechend 
35 der organismusspezif ischen codon usage hciufig verwendet werden. 
Die codon usage l&£t sich anhand von Computerauswertungen 
- anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen leicht. . 

* * * 

ermitteln. 

40 Soil das Protein beispielsweise in Pflanzen exprimiert werden, so 
ist es Mufig vorteilhaft, die codon usage der Pflanze bei der 
Riicktibersetzung zu verwenden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform bringt man eine 
45 Nukleinsaure, enthaltend die Sequenz SEQ. ID. NO., 23 in den Orga- 
nismus ein. 
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Die Sequehz SEQ. ID. NO. 23 stellt die genomische DNA a^s A. tha- 
liana dar , die die y-TMT der Sequenz SEQ ID NO. 24 codiert. 

Alle vorstehend erwahnten y-TMT-Gene sind weiterhin in an sich be- 
5 kannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbaustei- 
nen wie beispielsweise durch Fragmentkondensation einzelner ttber- 
lappender, komplement&rer Nukleins&urebausteine der Doppelhelix 
herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 
beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode 
10 (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York; Seite 896-897) er- 
folgen. Die Anlagerung synthetischer Oligonukleotide und Auf ftil- 
len von.LtLcken mithilfe des Kl enow-Fragment es der DNA-Polymerase 
vand Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungsverfahren 
werden in Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory 

* 

15 manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

* t 

In einer weiter bevorzugteii Aus ftihrungs form des Verf ahrens weisen 
die Organismen gegenviber dem Wildtyp zus&tzlich eihe reduzierte 
:Aktivitat mindestens einer der Aktivitaten, ausgew&hlt aus der 
20 Gruppe Homqgentisat-Dioxygrenase-AktivitMt, Maleylacetoacetat-Iso- 
merase-Aktivitat und Fumarylacetoacetat-Hydrolase-Aktivitat auf. 

Unter einer reduzierten Aktivitat wird sowohl die reduzierte als 
auch das komplette Ausschalten der Aktivitat verstanden, Eine Re- 
25 duzierung einer AktivitsLt umfasst demnach auch eine mengenmSLssige 
Verringerung des entsprechenden Proteins in dem Organismus bis 
hin zu einem vollstandigen Fehlen des entsprechenden Proteins , 

■ 

beispielsweise zu testen durch eine fehlende Nachweisbarkeit der 
entsprechenden EnzymaktivitSt oder eine fehlende- immunologische 
30 Nachweisbarkeit der entsprechenden Proteine. 

* 1 4 

Unter Homogentisat-Dioxygenase-Aktivit&t wird die Enzymaktivi tat 

■ * 

4 

einer Homogentisat-Dioxygenase verstanden. 

w 

35 Unter einer Homogentisat-Dioxygenase wird ein Protein verstanden, 
das die enzymatische Aktivitat aufweist, Homogentisat in Maleyla- 
. cetoacetat umzuwandeln . 

Dementsprechend wird unter Homogentisat-Dioxygenase-AktivitaLt 
40 die in einer bestimmten Zeit durch das Protein Homogentisat-Dio- 
xygenase umgesetzte Menge Homogentisat bzw. gebildete Menge Ma- . 
leylacetoacetat verstanden. 

Bei einer reduzierten Homogentisat -Dioxygenase- Aktivitat gegen- 
45 tiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich . zum Wildtyp in einer 
bestimmten Zeit durch das Protein Homogentisat-Dioxygenase die 
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umgesetzte Menge Homogentisat bzw. die gebildete Menge Maleylace 
toacetat reduziert. 



Vorzugsweise betragt diese Reduzierung der Homogentisat-Dioxyge- 
5 nase-Aktivitat mindestens 5 %, weiter bevorzugt mindestens .20 
weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt 100 %. Beson- 

■ * t 

ders bevorzugt ist die Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat kom- 
plett ausgeschaltet . 



10 Unter Maleylacetoacetat-Isomerase-Aktivitat wird die Enzymaktivx- 
tat einer Maleylacetoacetat-Isomerase verstanden. 

Unter einer Maleylacetoacetat-Isomerase wird ein Protein verstan- 
den, das die enzymatische Aktivitat aufweiist, Maleylacetoacetat 
15 in Fumarylacetoacetat umzuwandeln. 

* * 

■ 

Dementsprechend wird unter Maleylacetoacetat-Isomerase-Aktivitat 
die in einer bestiinmten Zeit durch das Protein Maleylacetoacetat- 
Isomerase umgesetzte Menge Maleylacetoacetat bzw. . gebildete Menge 
20 Fumarylacetoacetat verstanden.. 



Bei einer reduziert-en Maleylacetoacetat-Isomerase-Aktivitat ge- 
gentiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wildtyp in einer 
bestimmten Zeit durch das Protein Maleylacetoacetat-Isomerase die 
25 umgesetzte Menge Maleylacetoacetat bzw. die gebildete Menge Fuma- 
rylacetoacetat reduziert. 

Vorzugsweise betragt diese Reduzierung der Maleylacetoacetat-Iso- 
merase- Aktivi tat mindestens 5 %, weiter bevorzugt mindestens 
30 20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt 100 %. 
Besonders bevorzugt ist die Maleylacetoacetat-Isomerase-Aktivitat 
. komplett ausgeschaltet. 

Unter Fumarylacetoacetat-Hydrolase-Aktivitat wird die Enzymakti- 
35 vitat einer Fumarylace£oacetat-Hydrolase verstanden. 

Unter einer Fumarylacetoacetat-Hydrolase wird ein Protein ver- 
. standen, das die enzymatische Aktivi tat aufweist, Fumarylacetoa- 
cetat in Fumarat umzuwandeln. 

40 

Dementsprechend. wird unter Fumarylacetoacetat-Hydrolase-Aktivitat 
die in einer bestimmten Zeit durch das Protein Fum&rylacetoace- 
tat-Hydrolase umgesetzte Menge Fumarylacetoacetat bzw. gebildete 
Menge Fumarat verstanden. 

45 
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Bei einer reduzierten Fumarylacetoacetat-Eydrolase-Aktivit&t ge- 
gemiber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wildtyp in einer 
bestimmten Zeit durch das Protein Fumarylacetoacetat-Hydrolase 
die umgesetzte Menge Fumarylacetoacetat bzw. die gebildete Menge 
5 Fumarat reduziert. 

Vorzugsweise betrSgt diese Reduzierung der Fumarylacetoacetat-Hy- 
droIase-Aktivit&t mindestens 5 %, weiter bevorzugt mindestens 
20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt 100 %; 
10 Besonders bevorzugt ist die Fumarylacetoacetat-Hydrolase-Aktivi- 
. t^t komplett ausgeschaltet . 

Die Hompgentisat-Dioxygenase wird im f olgenden auch als HGD be- 
zeichnet, die Maleylacetoacetat-Isomerase wird im f olgenden auch 
15 als MAAI bezeichnet und die Fumarylacetoacetat-Hydrolase wird 

* 

wird im f olgenden auch als FAAH bezeichnet. 

Es zahlreiche Moglichkeiten, urn die HGD-, MAAI- und/oder FAAH-Ak- 
tivitat in gewtlnschter Weise zu reduzieren.. 

20 

Eine mdgliche Methode umfasst di^ Verwendung mindestens einer 
Nukleinsauresequenz , im f olgenden auch ant i -HGD, anti-MAAI bzw. 
ant i -FAAH genannt, welche zu einer antisense-NukleinsSuresequenz 
transkribierbar ist, die zur Inhibition der . HGD- , MAAI- und/oder 
25 FAAH-Aktivitat befShigt ist, beispielsweise indem sie die Expres- 
sion von endogener HGD, MAAI und/oder FAAH inhibiert. 

Diese anti-HGD, anti-MAAI oder anti-FAAH-Nukleins&uresequenzen 
kdnnen gem&ss einer bevorzugten Ausftihrungsform die in antisense- 
30 Orientierung insertierte kodierend'e Nukleinsauresequenz der HGD 
MAAI und/oder FAAH oder funktional aquivalente Fragment, der je- 
weiligen Sequenzen enthalten. 

« 

#■ 

Vorteilhaft kann die antisense-Strategie mit einem Ribozym-Ver- 
35 fahren gekoppelt werden. Ribozyme sind katalytisch aktive RNA 
Sequenzen, die gekoppelt an die antisense Sequenzen, die Zielse-. 
quenzen katalytisch spalten (Tanner NK. FEMS Microbiol Rev. 1999; 
23 (3):257-75). Dies kann die Effizienz einer anti-sense Strate- 
gie erhoheh. 

40 

Weitere Methoden zur Reduzierung der HGD-, MAAI- uiid/oder FAAH- 
Expression, insbesondere in Pflanzen als Organismen umfassen die 
zu Kostippression ftihrende Uberexpression homologer HGD-, MAAI- 
und/oder F AAH-Nukl e ins aur e s equenz en ( Jo r gens en et al., Plant Mol. 
45 Biol. 1996, 31* (5) : 957-973) oder die Induktion des spezifischen 
RHA-Abbaus durch die Pflanze mit Hilfe eines viralen Expressions- 
systems (Amplikon) (Angell, SM et al., Plant J. 1999, 
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20 (3) :357-362) . Diese Methoden werden auch als u post-transcrip- 
tional gene silencing* (PTGS) 



Weitere Methoden sind die Einfiihrung von Nonsense-Mutationen in 
5 das Endogen mittels Einfiihrung von RNA/DNA-Oligonukleotiden in 
die Pflanze <Zhu et al., Nat . . Biotechnol . 2000, 18 (5) :555-558) 
oder die Generierung von Knockout-Mutanten mit Hilfe von z.B. 
T-DNA-Mutagenese (Koncz et al . , Plant Mol. Biol. 1992, 
20(5) :963-976) oder homologer Rekombi nation (Hohn, B.und Puchta, 
10 H, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1999, 96:8321-8323.). Ferner ist 
eine Gentiberexpression oder -repression auch mit spezifischen 
DMA-b indenden Faktoren z.B. mit den oben erwahnten Faktoren vom 
Typus der Zinkfingertranskript ions faktoren. Ferner kOnnen Fakto- 
ren in eine Zelle eingebracht werden, die das Zielprotein selber 

• 

15 inhibieren. Die Protein-bindenden Faktoren k6nnen z.B. Ap tamer e 
sein (Famulok M, und Mayer G. Curr Top Microbiol Immunol. 1999; 
243:123-36) . 



Eine weitere Methode zur Reduzierung mindestens einer der yorste- 
20 hend beschriebenen Aktivit&ten ist die Verwendung von RNA die 
einem Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem 
Bereich eine NukleinsSuresequenz aufweist, die mit einem Teil der* 
zu reduzierenden Zielsequenz identisch ist. Eine ausfQhrliche Be- 
schreibung dieser Methode, die auch RNAi-Technologie genannt 
25. wird, ist in WO 99/32619 offenbart. 

* * * 

In einer bevorzugten Ausf tihrungsf orm erf olgt die zusStzlichen Re- 
duzierung mindestens einer der Aktivit&ten, ausgew&hlt aus der 
Gruppe HGD-, MAAI- und FAAH-Aktivitat durch Reduzierung der Ge- 
30 nexpression mindestens einer NukleinsSure, ausgewahlt aus der 
Gruppe NukleinsSuren kodierend eine Homogentisat-Dioxygenase, 
NukleinsMuren kodierend eine Maleyiacetoacetat-Isomerase und Nuk- 
leinsSLuren kodierend eine Fumarylacetoacetat-Hydrolase gegentiber 
dem- Wildtyp . 

35 

Eine Reduzierung der Genexpression mindestens einer Nukleins&ure, 
ausgew&hlt aus der Gruppe Nukl e ins aur en kodierend eine Homogenti- 
sat-Dioxygenase , Nukleins&uren kodierend einei Maleyiacetoacetat- 
Isomerase und NukleinsSuren kodierend eine Fumarylacetoacetat-Hy- 
40 drolase gegentiber dem Wildtyp kann, wie vorstehend bescbrieben, 
bevorzugt durch Verwendung folgender Methoden erreicht werden: 

a) Einfiihrung von antisense-Nukleinsauresequenzen; 

45 b) Einfiihrung ' von antisense-Nukleins&uresequenzen kombiniert mit 
einem Ribozym-Ver f ahren 
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c) Einfuhrung von fflr homologe HGD-, MAAI und/oder FAAH-kodie- 
rende und zu Kosuppression ftihrende Nukleinsauresequenzen 

d) EinfOhmng von HGD-, MAAI und/ ode r FAAH-Abbau bewirkende vi- 
5 rale Nukleinsauresequenzen und Expressionskonstrukte; 

e) Einffihrung von Nonsense-Mutanten von endogenen HGD-, MAAI 
und/ oder FAAH kodierenden Nukleinsauresequenzen; 

10 f) Einfiihrung von Knockout-Mutant en; 

• * ■ * * ■ 

g) Einfflhrung von zu homologer Rekombination geeigneten Nuklein 
sSures equenz en; 

• T 

W 1. 
* * ' P 

15 h) Einftihrung von RNA, die einen Bereich mit Doppel-Strang- 

Struktur aufweist und in diesem Bereich. eine NukleinscLurese- 
quenz aufweist, die mit einem Teil der Organismus eigenen 
Ziel-Nukleins&uresequenz identisch ist. 

* 

20 Auch eine kombinierte Anwendung der vorstehend beschriebenen Me- 
thoden ist denkbar. 

In einer besonders bevorzugten Ausfdhrungsform des Verfahrens 
weisen die Organismen eine reduzierte Homogentisat-Dioxygenase- 
25 Aktivit&t auf . 

t b i 

Dies wird besonders bevorzugt dadurch erreicht, daS man in den 
Organismus eine RNA einbringt, die einen Bereich mit Doppel- 
Strang-Struktur aufweist und in diesem Bereich eine Nukleins&ure 
30- s equenz aufweist, die mit einem Teil der Organismus eigenen Nuk- 
leinsSure, codierend eine. Homogentisat-Dioxygenase identisch ist 
Eine ausftihrliche Beschreibung dieser Methode, die auch RNAi- 
Technologie genannt wird, ist in WO 99/32619 offenbart. 

+ 

35 Je nach verwendetem Organismus ist demnach ein unterschiedliches 
Teil fragment der Organismus eigenen Nukleins&ure , codierend eine 
Homogentisat-Dioxygenase , zu verwenden . . 

SEQ. ID. No. 25 stellt beispielsweise ein Teilfragment der HGD- 
40 codierenden Nukleinsaure aus Brassica napus dar, welches, in ein 
entsprechendes RNAi-Konstrukt integriert, die HGD-Aktivit&t in . 
Bra&slca napus reduziert. 



45 
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In weiteren bevorzugten Ausftihrungsformen des erf indungsgem&£en 
Verfahrens erfolgt die Herstellung von Vitamin E durch Kulti- 
vierung von Organismen / insbeondere von Pflanzen, die geg ent lber 
dem Wildtyp 

5 

eine erhahte Tyrosinaminotransferase-Aktivit^t aufweisen/ 

eine erhahte Tyros inamino trans f erase-Aktivit&t und eine erhahte 
Hydr oxyphehy Ipyruva t -Di oxygenas e- Akt i vi tat auf we i s en , 

10 

eine erhahte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine erhahte 
Homogentisat-Phytyltransferase-Aktivitat aufweisen, 

eine erhahte TyrosinaMnotransferase-Aktivitat und eine erhahte 
IS Gerahyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoredukta.se-Aktivitat aufweisen, 

eine erhahte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine erhahte 
2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase-Aktivitat aufwei- 
sen, 

20 

eine erhahte Tyrosinaminotransferase-AktivitSt und eine erhahte 
Tocopherolcyclase-Aktivitat aufweisen, 

- eine erhahte Tyrosinaminotransferase-AktivitSt und eine erhahte 
25 y-Tocopherol -Methyl trans ferase-Aktivi tat aufweisen, 

eine erhahte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine redu- 
zierte Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen,. 

* 

30 eine erhahte Tyros inaminotransf erase-Aktivitat und eine redu- 
zierte Maleylacetoacetat-Isomerase-Aktivitat aufweisen, 

eine erhahte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine redu- 
zierte Fumarylacetoacetat-Hydrolase-Aktivitat aufweisen, 

35 

eine erhdhte Tyrosinaminotransf erase-Aktivitat, eine erhahte Hy 

* 

droxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat und eine reduzierte Ho 
mogentisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen,. 

* 

40 eine erhahte Tyrosinamino trans f erase-Aktivitat und eine erhdhte 
Homogentisat-Phytyltransferase-Aktivitat und eine reduzierte Ho 
mogentisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 

* 

eine erhahte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine erhohte 
45 Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoredxiktase-Aktivitat und eine 
reduzierte Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 
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eine erhdhte Tyro s inam ino trans f er as e-Akt i vi tat und eine erhdhte 
2-Methyl-6-Phytylhy<fcocMnon-Methyltransferase--Aktivitat und eine 

m m 

reduzierte Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 

5 eine erhdhte Tyrosinaminotransf erase-Aktivitat und eine erhdhte 
Tocopherolcyclase-Aktivitat und eine reduzierte Homogentisat-Dio- 
xygenase-Aktivitat aufweisen, 

eine erhdhte Tyro s inamino t ran s f er as e -Akt i vi tat und eine erhdhte 
10 Y-Tocopherol-Methyltransf erase-Aktivitat und eine reduzierte Homo 
gentisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 

eine erhdhte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine erhdhte 
HydroxyphenylpyruVat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine Homogenti- 
15 sat-Phytyltransf erase-Aktivitat, und eine reduzierte Homogenti- - 
sat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 

. eine erhdhte Tyrosinaminotransf erase-Aktivitat und eine erhdhte 
Hydroxyphenylpyruyat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine Geranyl-Ge- 
20 ranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat, und eine reduzierte 
Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, . 

eine erhdhte Tyrosinaminotransf erase-Aktivitat und eine erhdhte 
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine 2-Me- 
25 thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase-Aktivitat, und eine 
reduzierte Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 

w 

eine erhdhte Tyrosinaminotransf erase-Aktivitat und eine erhdhte 
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine Tocopherol - 
30 "cyclase-Aktivitat , und eine reduzierte Homogentisat-Dioxygenase- 
Aktivitat aufweisen, 

* 

eine erhdhte Tyrosinaminotransf erase-Aktivitat und eine erhdhte 
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine g-Tocophe- 
35 rol-Methyl transferase, und eine reduzierte Homogentisat-Dioxyge- 
nase-Aktivitat aufweisen, , 

* * ■ ■ 

eine erhdhte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine erhdhte 
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine Homogenti- 
40 sat-Phytyltransf erase-Aktivitat, und eine Geranyl-Geranyl-Pyro- 
phosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat, und eine reduzierte Homogenti- 
sat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 

■ i 

eine erhdhte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und- eine erhdhte 
45 Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine Homogenti- 
sat-Phytyltransf erase-Aktivitat, und eine 2-Methyl-6-Phytylhydro- 
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ehinon-Methyltransf erase-Aktivi tat, und eine reduzierte Hamogen- 
tisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 



eine erh5hte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine erhdhte 
5 Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine Homogenti- 
sat-Phytyltransf erase-Aktivi tat, und ein Tocopherolcyclase-Akti- 
vitat, und eine reduzierte Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat 
aufweisen, 

m * 

10 eine erhohte Tyros inaminotransf erase-Aktivi tat und eine erhahte 
Hydroxyphenylpyxuvat-Dioxygenase-Aktivitat, .und eine Homogenti- 
sat-Phytyltransferase-Aktivitat und eine g-Tocopherol-Methyl- 
transf erase, und eine reduzierte Homogentisat-Dioxygenase-Aktivi- 
tat. aufweisen, 

15 

eine erh6hte Tyrosihaminotrahsferase-Aktivitat und eine erhfihte 
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine Homogenti- 
sat-Phytyl trans f erase-Aktivi tat , und eine Geranyl-Geranyl-Pyro- 
phosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat, und eine 2-Methyl-6-Phytylhy-. 
20 drochinon-Methyltransf erase-Aktivi tat, und eine reduzierte Homo- 
gent isat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 

eine erhtthte Tyrosinandnotransferase-Aktivitat und eine erhShte 
Hydroxyphenylpyruvat-Pioxygenase-Aktivitat , 
25 und eine Homogentisat-Phytyltransferase-Aktivitat, und eine Gera- 
nyl-Geranyl-Pyrophosphat^Oxidoreduktase-Aktivitat, Tocopherolcy- 
clase-Aktivitat, und eine reduzierte Homogentisat-Dioxygenase-Ak- 
tivitat- aufweisen > 

30 eine erhShte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine erhShte 
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat , 

Homogent isat-Phytyl trans f erase-Aktivi tat, und eine Geranyl-Gera- 
nyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat, und eine und eine . . 
g-Tocopherol -Methyl transferase, und eine reduzierte Homogentisat 
35 Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, 

* 

eine erhohte Tyrosinaminotransferase-Aktivitat und eine erhdhte 
Hydroxyphenylpyruvat -Dioxygenase-Aktivitat, ui*d eine Homogenti- 
sat-Phytyltransferase-Aktivitat, vmd eine Geranyl-Geranyl-Pyro- 
40 phosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat , und eine 2-Methyl-6-Phytylhy- 
drochinon-Me thy ltransf erase-Aktivi tat, und eine Tocopherolcy- 
clase-Aktivitat, und eine reduzierte Homogentisat -Dioxygenase-Ak 
tivitat aufweisen, 

45 eine erhohte Tyros inaminotransf erase-Aktivitat und eine erhohte 
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine Homogenti- 
sat-Phyty ltransf erase-Aktivi tat, und eine Geranyl-Geranyl-Pyro- 
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phosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat, und eine 2-Methyl-6-Phytylhy- 
drochinon-Methyltransferase-Aktivitat, und eine g-Tocopherol-Me- 
thyl transferase, und eine reduzierte Homogentisat-Dioxygenase-Ak 
tivitat aufweisen, 

5 

" eine erhdhte Tyrosinandnotransf erase-Aktivitat und eine erhdhte 
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, und eine Homogenti- 
sat-Phytyltransferase-Aktiyitat, und eine Geranyl-Geranyl-Pyro- 
phosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat, und eine 2 -Methyl- 6-Phytylhy- 
10 drochinon-Methyltransferase-Aktivitat, und eine Tocopherolcy- 
clase-Aktivitat , und eine g-Tocopherol-Methyl transferase, und. 
eine reduzierte Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat aufweisen, . 

* 

Unter Organismen werden erf indungsgernS & prokaryontische 
15 Organismen Oder eukaryontische Organismen, wie beispielsweise 
Bakterien, Hefen, Algen, Moose, fcilze oder Pflanzen, verstanden, 
die in der Lage sind, als Wildtyp oder durch genetische Ver- 
anderung Vitamin E herzustellen. Bevorzugte Organismen sind 
photosynthetisch aktive Organismen, wie beispielsweise Cyano- . 
20 bakterien, Moose, Algen oder Pflanzen, die bereits als Wildtyp 
in der Lage sind, Vitamin E herzustellen, 

Besonders bevorzugte Organismen sind Pflanzen. 

25 Bevorzugte Pflanzen sind Tagetes, Sonnenblume, ArabidLopsis> 
Tabak, Roter Pfeffer, Soja, Tomate, Aubergine, Paprika, MShre, 
Karotte, Kartoffel, Mais, Salate und Kohlarten, Getreide, 
Alfalfa, Hafer, Gerste, Roggen,- Weizen, Triticale, Hirse, 
Reis, Luzerne, Flacks, Baumwolle, Hanf, Brass icacaen wie 

30 beispielsweise Raps oder Canola, Zuckerrtibe, Zuckerrobr, Nu£- und 
Weinspezies. oder Holzgewachse wie beispielsweise Espe oder Elbe. 

Besonders bevorzugt sind Arabidopsis thaliana, Tagetes erecta, 
Brassica napus, Nicbtiana tabacvm, Sonnenblume, Canola, Kartoffel* 
35 oder Soja. 

* ■ » 

* * 

Im erfindungsgemafien Verfahren zur Herstellung von Vitamin E wird 
vorzugsweise dem Kultivierungsschritt der genetisch yeranderten 
Organismen, im folgenden auch transgene Organismen bezeichnet, 
40 ein Ernten der Organismen und ein Isolieren von Vitamin E aus 
den Organismen angeschlossen. 

Das Ernten der Organismen erfolgt in an sich bekannter Weise 
dem jeweiligen Organismus entsprechend. Mikroorganismen, wie 
45 Bakterien, Moose, Hefen und Pilze oder .Pf lanzenzellen, die durch 
Fermentation in flttssigen Nahrmedien kultiviert werden, kSnnen 
beispielsweise durch Zentrifugieren, Dekantieren oder Filtrieren 
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abgetrennt werden. Pf lanzen werden in an sich bekannter Weise 
auf N&hrboden gezogen und entsprechend geerntet. 

Die Isolierung von Vitamin E aus der geernteten Biomasse erf olgt 
5 in an sich bekannter Weise, beispielsweise durch Extraction und 
gegebenenf alls weiterer chemische oder physikalischer Reinigungs- 
pro z esse, wie beispielsweise. Fallungsmethoden, Kristallographie, 
thermische Trennver f ahren , wie Rektifizierverfahren oder physi- 
kalische Trennver f ahren , wie beispielsweise Chromatographies 

. Die . Isolierung von Vitamin E aus Gl-haltigen Pf lanzen er» 
folgt beispielsweise bevorzugt durch chemische Utnwandlung mid 
Destination aus PflanzenOlen oder aus den bei der Desodorierung 
pflanzlicher die anfallenden Wasserdampfdestillate (D&apfer- 
15 kondensate) . 

Weitere Isolierverf ahren von Vitamin E aus Dampferkondensaten 
sind beispielsweise in DE 31 26 110 Al, EP 171 009 A2, 
GB 2 145 079, EP 333 472 A2 und WO 94/05650 beschrieben. 

20 

Die Herstellung der transgenen Organismen, insbesondere Pf lanzen 
erf olgt vorzugsweise durch Transformation der Ausgangsorganismen, 
insbesondere Pf lanzen, mit einem NukleinsSurekonstrukt, das 
die vorstehend beschriebenen Nukl e ins aur en codierend eine 
25 Tyros inaitri.notransf erase enthait, die mit einem oder mehreren 
Regulationssignalen funktionell verkntlpft sind, die die 
Transkription und Translation in 'Organismen gewMhrleisten. . 

* 

Vorzugsweise enhalten die erf indungsgem&£en .Nukleins&urekon- 
30 strukte zus&tzlich eine, zwei oder drei Nukleinsauren/ ausgewclhlt 
aus der Gruppe Nukleins&uren kodierend eine Hydroxyphenylpyruvat- 
Dioxygenase, Nukleins^uren kodierend eine Homogentisat-Phytyl- 
transferase, Niikleinsauren kodierend eine Ger any 1 -Ger any 1 - Pyr o - 
phosphat-Oxidoreduktase, Nukleinsauren kodierend eine 2-Me- 
35 thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase, Nukleins^uren kodier- 
end eine Tocopherolcyclase und Nukleinsauren kodierend eine y-To- 
copherol -Methyl transferase, die mit einem oder mehreren Regulati- 
onssignalen funktionell verknttpft sind, die die Transkription und 
Translation in Organ ismen geweihrleisten . 

40 

* 

In einer weiteren bevorzugten Aus ftlhrungs form enthalten die vors- 
tehend beschriebenen Nukleins&urekonstrukte zus&tzlich funktio- 
nell verknQpft eine RNA, die einen Bereich mit Doppel-Strang- 
Struktur aufweist und in diesem Bereich. eine Nukleins&uresequenz 
45 aufweist, die mit einem Teil einer Nukleins&ure , codierend eine 
Homogentisat-Dioxygenase identisch ist. 
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Es ist, insbesondere in Pflanzen, technisch nur schwer zu reali- 
sieren, mehr als vier Aktivitaten mit einem Nukleinsaurekonstrukt 
zu erh6hen oder zu erniederigen. Daher werden bevorzugt Kombina- 
tionen von Nukleinsaurekonstnikten verwendet um die Aktivitaten, 
5 insbesondere um mehr als 4 Aktivitaten im Organismus zu erhShen 
oder zu erniedrigen. 

* 

Es ist jedoch auch mdglich, genetisch veranderte Organismen zu 
kreuzen, die bereits veranderte Aktivitaten enthalten* Beis- 

10 pielsweise ist es durch Kreuzen von genetisch verSnderten- orga- 
nismen, die jeweils zwei veranderte Aktivitateii en thai ten, m6g- 
lich, Organismen mit vier veranderten Aktivitaten herzustellen. 
Gleiches kann auch erreicht werden, ihdem man eine Kombination 
von zwei NukleinsaurekonStrukten die jeweils 2 Aktivitaten verfin- 

15 dern in den Organismus einftihrt. 

In einer bevorzugten Aus ftihrungs form werden die bevorzugten gene- 
tisch veranderten Organismen durch Einbringen von Kombinationen . 
von Nukleinsaurekonstrukt en hergestellt. 

20 

Dementsprechend be tr if ft die Erfindung insbesondere eine Kombina- 
tion aus Nukleinsaurekonstrukt en, wobei die Kombination ein Nu- 
kleinsSurekonstrukt, enthaltend die vorstehend beschriebehen Nu- 
kleinsauren codierend eine Tyrosinaminotransf erase, funktionell 
25 verkntipft mit einem oder mehreren Regulationssignalen, die die 
Transkription . und Translation in Organismen gewahrleisten, und 

a) mindestens ein weiteres Nukleinsaurekonstrukt, ausgewahlt aus 
der Gruppe A bis F 

30 

A Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend Nukleins&uren codie- 

rend eine .Hydroxyphenylpyruvat-Di oxygenase, die mit einem oder 
mehreren Regulationssignalen funktionell verkntipft sind, die die 
i Transkription und Translation in Organismen gewShrleisten, 

35 

B Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend Nukleins£uren codie- 

rend eine Homogentisat-Phytyltransf erase, die mit einem oder meh- 

* 

reren Regulationssignalen funktionell verkntipft sind, die die 
Transkription und Translation in Organismen gewahrleisten und 

40 

C Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend Nukleinsauren codie- 

rend eine Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase, die mit 
einem oder mehreren Regulationssignalen funktionell verkntipft 
sind, die die Transkription und Translation in Organismen gewahr.- 
45' leisten, 
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D Nukleinsaurekonstrukt , enthaltend Nukleins&uren codie- 

rend eine 2 -Methyl- 6 -Phytylhydrochinon-Methyl trans f erase, die mit 
einem oder mebreren Regulatiohssignalen funktionell verkntipft 
sind, die die Tratiskription und Translation in Organismen gewahr- 
5 leisten, • 

4 

t . 

E NukleinsMurekonstrukt , enthaltend Nukleinsciuren codie- 

4 

rend eine Tocopherolcyclase, die mit einem oder mehreren Regula- 
tionssignalen funktionell verkntipf t sind, die die Transkription 
10 und Translation in Organismen gew&hrleisten und 

F Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend Nukleins&uren codie- 

rend eine y-Tocopherol-Methyl transferase, die mit einem oder meh- 
reren Regulationssignalen funktionell verkntipf t sihd, die die 
15 Transkription und Translation in Organismen gewShrleisten, 

oder 

b) mindestens ein wei teres Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend 
20 zwei, drei oder vier Nukleins&urekonstrukta, ausgew&hlt aus der 
Gruppe der Nukleins&urekonstrukte A bis F, 

umfasst. 

. a 

• * 

25 Diese Nukleins&urekonstrukte, in denen die kodierenden Nuklein- 
scluresequenzen mit einem oder mehreren Regulationssignalen 
funktionell verknttpft sind, die die Transkription und Translation 
in Organismen, insbesondere in Pflanzen gew£hr leisten, werden 
im folgenden auch Expressionskassetten genannt, 

30 

Dementsprechend betrifft die Erfindung ferner Nukleins&ure- 
konstrukte, insbesondere als Expressionskassette fungierende 
Nukleins&urekonstrukte, enthaltend eine NukleinsSure codierend 
eine Tyros inaiainotransf erase, die mit einem oder mehreren 
35 Regulationssignalen funktionell verknttpft ist, die die 
-Transkription und Translation in Organismen, insbesondere 
in Pflanzen gew&hrleisten. 

* * 

Vorzugsweise enthalten die Regulationssignale einen oder mehrere 
40 Promotoren,. die die Transkription und Translation in Organismen, 
insbesondere in Pflanzen gewMhrleisten. 

Die Expressionskassetten beiiihalten Regulationssignale, also 
regulative Nukleins&uresequenzen, welche die Expression der 
45 kodierenden Sequenz in der Wirtszelle steuern, Gemafi einer bevor- 

* 

zugten Ausftihrungsform umfafit eine Expressionskassette stroma 
aufw&rts, .d.h.. am 5'-Ende der kodierenden Sequenz, einen Promo tor 
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und stromabw&rts, d.h. am 3'-Ende, ein Polyadenylierungssignai 
und gegebenenfalls weitere regulatorische Elemente, welche mit 
der dazwischenliegenden kodierenden Sequenz ftir mindestens eines 
der vorstehend beschrieberien Gene operativ verkntipft sind. Uhter 
5 einer operativen Verkntipfung versteht man die sequerizielle 

Anordnung von Promo tor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf . 
weiterer regulativer Elemente derart, daS jedes der regulativen 
Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden 
Sequenz bestimmungsgemaE erftillen kann. 

10 

Bei der Verwendung von Pflanzen als Orgariismus enthalten die er- 
f indung s g ema£sn Nukleinsaurekonstrukte und Expressionskassetten 
vorzugsweise eine Nukleinsaure kodierend ein plastid&res Transit- 
peptid, das die Lokalisation in Plastiden gew&hrleistet • 

15 

Im folgenden werden beispielhaft die bevorzugten Nukleins&ure- 
konstrukte, Expressionskassetten und Vektoren ftir Pflanzen und 
Verfahren zur Herstellung von transgenen Pflanzen, sowie die 
transgenen Pflanzen selbst beschrieben. 

20 

Die zur operativen Verkntipfung bevorzugten aber nicht darauf be- 
schrankten Sequenzen sind Targeting-Sequenzen zur GewShrleistung 
der subzellularen Lokalisation im Apoplasten, in der Vakuole, in 
Plastiden, im Mitochondrium, im Endoplasmatischen Retikulum (ER) , 
25 im Zellkern, in 6lk6rperchen oder anderen Komp ar t imen t en und 

Translationsverst&rker wie die 5 ' -Ftihrungssequenz aus dem Tabak-. 
Mbsaik-Virus (Gallie et al., Nucl. Acids Res. 15 (1987), 
8693 -8711) . 

30 Als Promotoren der Expressionskassette ist grunds&tzlich jeder 
Promotor geeignet, der die Expression von Fremdgenen in Pflanzen 
steuern kann. Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen 
pflanzlichen Promotor oder einen Promotor, der einem Pflanzen- 
virus entstammt. Insbesondere bevorzugt ist der CaMV 35S-Promotor 

35 aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus (Franck et al., Cell 21 (1980), 
285-294) . Dieser Promotor enthSlt bekanntlich unterschiedliche 
Erkennungssequenzen ftir transkriptionale Effektoren, die in ihrer 
Gesamtheit' zu einer permanenten und konstitutiven Expression des 
eingeftihrten Gens ftihren (Benfey et al/, EMBO J. 8 (1989), 

40 2195-2202) . 

* 

Die Expressionskassette kann auch einen chemisch induzierbaren 
Promotor enthalten, durch den die Expression des Ziel-Gens in der 
Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann,. Der- 
45 artige Promotoren wie z.B.der PRPl-^Promotor (Ward et al.., Plant. 
Mol. Biol. 22 (1993) , 361-366),. ein" durch Salicylsaure induzier- . 
barer Promotor (WO 95/19443), ein durch Benzenesulf onamid-indu- 
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« 

zierbarer (EP-A 388186) , ein durch Tetrazyklin-induzierbarer 
(Gatz et al., (1992) Plant J. 2, 397-404), ein durch Abscisins&u- 
re-induzierbarer (EP-A 335528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cy- 
clohexanon-induzierbarer (wq 93/21334) . Promotor kfinnen beispiels- 
5 weise yerwendet werden. 

* 

Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, die die 
Expression in Geweben oder Pflanzenteilen sicherstellen, in denen 
beispielsweise die Biosynthese von Vitamin E bzw. dessen Vor- 
10 stufen stattfindet. Insbesondere zu nennen sind Promotoren, die 
eine blattspezif ische Expression gewShrleisten. Zu nennen sind 
der Promotor der cytosolischen FBPase aus -Kartof fel oder der 
ST-LSI Promotor aus Kartoffel (Stockhaus et al., EMBG J. 8 
(1989), 2445-245), 

15 

Mit Hilfe eines samerispezifischen Promotors konnte ein Freimd- 
protein stabil bis zu einem Anteil von 0,67 % des gesamten 
loslichen Samenproteins in den Samen transgener Tabakpf lanzen 
exprimiert werden (Fiedler und Conrad, Bio/Technology 10 .(1995), 

20 1090-1094) , Die Expressionskassette kann daher beispielsweise 
einen samenspezifischen Promotor (bevorzugt den Phaseolin- 
Promotor (US 5504200), den USF- (Baumlein, H. et al., Mbl. 
Gen. Genet. (1991) 225 (3), 459-467), LEB4 -Promo tor (Fiedler 
und Conrad, 1995) , Sucrose-Bindeprotein-Promotor (Zitat) , 

25 das LEB4-Signalpeptid, das zu exprimierende Gen und ein 
ER-Retentionssignal enthalten. 

Der Biosyntheseort yon Vitamin E ist in Pf lanzen unter anderem 
das Blattgewebe, so daS eine blattspezif ische Expression der 
30 erf indungsgemSfien NukleinsSuren kodierend eine Tyrosinamino- 
transferase sinnvoll ist. Dies ist jedoch nicht einschrSnkend, 
da die Expression auch in alien ilbrigen Teilen der Pflanze - be- 
sonders in fetthaltigen Samen - gewebespezifisch erfolgen kann. 

♦ 

35 Eine weitere bevorzugte Aus ftLhrungs form betrifft deshalb eine 
samenspezifische Expression der vorstehend beschriebenen Nuk- • 
leinsSuren. 

■ Dartiberhinaus ist eine konstitutive Expression von exogenen Ziel- 
40 Genen von Vorteil.. Andererseits kann aber auch eine induzierbare 

* * * 

Expression wtinschenswert erscheinen. 

■ 

Die Wirksamkeit der Expression der transgen exprimierten Ziel- 
Gene kann beispielsweise In vitro durch Spr oSmer i s t emvermehrung 
45 ermittelt werden. Zudem kann eine. in Art und H6he veranderte 

Expression des Ziel-Gens und deren Auswirkung auf die Vitamin E- 
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Biosyntheseleistung an Testpflanzen in GewSchshausversuchen 
getestet werden. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt vorzugsweise 
5 durch Fusion eines geeigneten Promotors mit einer vorst eh end be- 
schriebenen Ziel-Nukleins£ure und vorzugsweise einer zwischen 
Promotor und Ziel-Nukleinsaure-Sequenz inserierten. NukleinsSur e , 
die fto ein chloroplastenspezif isches Trans itpept id kodiert, so- 
wie einem Polyadenylierungssignal nach gMngigen Reko m b i n a t i ons - 

10 und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, 
E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory . 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, 
Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, 

15 Cold Spring Harbor, 1SY (1984) und in Ausubel, F.M. et ai., \ 

Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. 
and Wiley- Interscience (1987) beschrieben sind. 

■ 

Insbesondere bevorzugt sind insertierte Nukleins£ure-Sequenzen, 
2a. die ein Targeting in den Plastiden gewahrleisten. 

* w - 

Es k6nnen auch Expressiohskassetten verwendet werden, deren 
Nukleinsaure-Sequenz ftlr ein Ziel-Protein-Fusionsprotein kodiert, 
wobei ein Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die 
25 Translokation des Polypeptides steuert. Bevorzugt sind ftir die 
Chloroplasten spezifische Transitpeptide* welche nach Translo- 
kation des Ziel-Proteins xn die Chloroplasten vom Ziel-Protein- 
Teil enzymatisch abgespalten werden. 

■ 

30 Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der plasti- 
daren Nicotiana tabacvm Trahsketolase oder einem anderen Transit- 
peptid (z ,B. dem Transitpeptid der kleinen Untereinheit der 
Rubisco oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase als auch der 
Isopentenylpyrophosphat Isomerase-2 ) oder dessen funktionellem 

35 Aguivalent abgeleitet ist. 

Besonders bevorzugt sind Nukleinssiure-Sequenzen von drei 
Kassetten des Plastiden-Transitpeptids der plastidfiren Trans- 
ketolase aus Tabak in drei Leserastern als KpnI/BamHI Fragmente 
40 mit einem ATG-Codon in der Ncol Scbnittstelle : 

pTP09 

* 

KpnI_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTC 
45 CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCC 
ATC<^TCCCAATATG&CCACCTCCCGC^ 

4 

* 
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TAAGGTCACCGGCGArrCGTGCC^ 
TCCJBamHI 

pTPIO 

5 

kpnl^GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTC 

CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTT^ 

ATCC^TCCCAATATCACC^CC^ 

TAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACCATAGA 
10 GATCC_BamHI 

* 

pTPll 

9 1 

Kpnl — GGTACGATGGCGTCTTCTTCTTC 
15 CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTO 
ATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGC^ 
TAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACC^ 
ATCC_BamHI 

< • 

m * 

20 Ein weiteres Beispiel fiir ein plastid&res Transitpeptid ist 
das Transitpeptid der plastid&ren. Isopentenyl-pyrophosphat 
Isomerase-2 (IPP-2) aus Arabidopsis thaliana. 

Die erf indungsgemafien Nukleins§uren konnen synthetisch her- 
25 gestellt Oder nattirlich gewonnen sein oder eine Mischung aus 
synthetischen.und natdrlichen Nukleinsaure-Bestandteilen ent- 
halten, sowie aus verschiedenen heterologen Genabschnitten 
verschiedener Organismen bestehen. 

* 

30 Bevorzugt sind, wie vorstehend beschrieben, synthetische 
Nukleotid-Sequenzen mit Kodons, die von Pflanzen bevorzugt 
werden. Diese von Pflanzen bevorzugten Kodons k3nnen aus Kodons 
mit der h5chsten Proteinhauf igkeit bestimmt werden, die in den 
meisten interessanten Pflanzenspezies exprimiert werden. 

35 

Bei der Preparation einer Expressionskassette konnen verschiedene 
DNA-Fragmente manipuliert werden, urn eine Nukleotid-Sequenz zu 
erhalten, die zweckmcl&Lgerweise in der korrekten Richtung liest 
und die mit einem korrekten Leseraster ausgestattet ist. Ftlr die 

40 Verbindung der DNA-Fragmente miteinander k6nnen an die Fragmente 

* Adaptoren oder Linker angesetzt werden. 

ZweckmcLfiigerweise k6nnen die. Promotor- und die Terminator- 
Regionen in Ttanskriptionsrichtung mit einem Linker oder Poly- 
45 linker, der t eine oder mehrere Restriktionsstellen ftir die 

Insertion dieser Sequenz enthalt,. versehen werden. In der. Regel 
hat der Linker 1 bis 10, meistens. 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 
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6 Restriktionsstellen. Im allgemeinen hat der Linker innerhalb 
der regulatorischen Bereiche eine GroSe von weniger als 100 bp, 
hSufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor 

* 

kann sowohl nativ bzw. homblog als auch fremdartig bzw. heterolog 
5 zur Wirtspflanze sein. Die Expressionskassette beinhaltet vor- 
zugsweise in der 5 ' -3 ' -Transkr iptionsrichtung den Promotor, eine 
kodierende Nukleinseluresequenz oder ein NuJcleins&urekonstrukt und 
eine Region ftir die transkriptionale Termination. Verschiedene 
Terminationsbereiche sind gegeneinander beliebig austauschbar. 

10 

Ferner kSnnen Manipulationen, die passende Restriktions- 
schnittstellen bereitstellen oder die tiberf ltlssige DNA oder 
Restriktionsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo 
. Insertionen, Deletionen oder Subs ti tut ionen wie. z.B. Transitionen 
15 und Transvers ionen in Frage kommen, kSnnen in vitro-Mutageriese, 
"primerrepair" , Restriktion oder Ligation verwendet werden. 

Bei geeigneten Manipulationen, wie z.B. Restriktion,. 'chewing- 
back* oder Auf fdllen von Oberhangen fttr "blunt ends* , kdnnen 
20 komplementare Enden der Fragmente fiir die Ligation zur Verftigung 
gestellt werden. 

» m 

i ' * 

W 

* 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Poly- 
adenylierungssignale, vorzugsweise solche, die im wesentlichen 
25 T-DNA-Polyadenylierungssignale aus Agrobacterium tumefaciens, 
insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des 
Ti-Plasmids pTiACHS entsprechen (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984),. 
835 ff) oder funktionelle &quivalente. 

+ ♦ 

30 Ferner betrif f t die Erfindung die Verwendung der vorstehend 

beschriebenen Nukleinsauren kodiererid ein Tyrosinaminotransf erase 
oder der vorstehend beschriebenen NukleinsSurekonstrukte oder 
der Tyrosinaminotransf erase zur Herstellung von transgenen 
Organismen, insbesondere Pflanzen. 

35 

Vorzugsweise weisen diese transgenen Pf lanze gegentiber dem 
Wildtyp einen erhohten Gehalt an Vitamin E auf . 

Daher betrifft die Erfindung ferner die Verwendung der 
40 erfindungsgemaSen Nukleinsauren oder der erf indurigsgem&- 

Sen NukleinsSurekonstrukte zur Erhohung des Gehalts . an Vitamin E 
in Organismen, die als Wildtyp in der Lage sind, Vitamin E zu 
produzieren. - 
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Es ist bekannt , dafi Pf lanzen mit einem hohen Vitamin- E-Gehal't 
eine erhohte Resistenz gegentiber abiotischem Strefc aufweisen. 
Unter abiotischem Strefi wird beispielsweise K&lte, Frost, 
Trockenheit, Hitze und Salz verstanden. 

5 

Daher betrif ft die Erf indung. weiterhin die Verwendung der 
erfindungsgemafcen Nukleinsauren zur Herstellung transgener 
Pflanzen, die gegenOber dem Wildtyp eine erhohte Resistenz 
gegemiber abiotischem Strefi aufweisen. 

10 

Die vorstehend beschriebenen Proteine und Nukleins&uren k6nnen 
zur Herstellung von Feinchemikalien in transgenen Organismen, 
vorzugsweise zur Herstellung von Vitamin E in transgenen Pf lanzen 
verwendet werden. 

15 

Die Obertragung von Fremdgenen in das Genom eines. Organismus, 
insbesondere einer Pflanze wird als Transformation bezeichnet. 

a 

Dazu kfinnen insbesondere bei Pf lanzen an sich bekannte Methoden 
20 zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus Pflanzen- 
geweben oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen 
Transformation genutzt werden. 

Geeignete Methoden zur Transformation von Pf lanzen sind die 
25 Protoplastentransformation durch Polyethylenglykol-induzierte 
DNA-Auf nahme , - das biolistische Verfahren mit der Genkanone - die 
sogenannte particle bombardment Methode, die Elektroporation, die 
Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger L8sung, die Mikro- 
injektion und der, vorstehend beschriebene, durch Agrobacterium 
30 . verinittelte Gentransfer. Die genannten Verfahren sind beispiels- 
weise in B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: 
Transgenic Plants, Vol. 1 , Engineering and Utilization, heraus- 
gegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-143 
sowie in Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 
35 42 (1991), 205-225) beschrieben. 

Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans- 
formieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 
40 12 (1984) , 8711) . 

* 

Dement sprechend betriff t die Erfindung weiterhin Vektoren ent- 
haltend die vorstehend beschriebenen Nukleinsauren, NukleinsSure- 
konstrukte oder Express ionskasset ten. 

45 
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Mit einer Expressionskassette trans formierte Agrobakterien k dn nen 
in bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen verwendet 
werden, z.B. indem verwundete Blatter oder Blattstiieke in einer 
Agrobakterienl6sung gebadet und anschliefiend in geeigneten Medien 
5 kultivlert werden. 

Die Expressionskassette kann tlber die Pflanzen hinaus auch 
zur Transformation von Bakterien, insbesondere Cyanobakterien, 
Moo sen, Hefen, filamentSsen Pilzen und Algen eingesetzt werden. 

10 

Zur bevorzugten Herstellung von genetisch veranderten Pflanzen, 
im folgenden auch transgene Pflanzen bezeicbnet, wird die 
fusionierte Expressionskassette, die eine Tyrosinaminotransf erase 
exprimiert, in einen Vektor, beispielsweise pBinl9,. kloniert, 
15 der geeignet ist, Agroba c t eri um tumefaciens zu transformieren. 

• 

Mit einem solchen Vektor trans formierte Agrobakterien kfinnen dann 
in bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen, insbesondere 
von Kulturpf lanzen verwendet werden, indem beispielsweise ver-* 
20 wundete Blatter oder Blattstttcke in einer Agrobakterienldsung 
gebadet und anschliefiend in geeigneten Medien kultiviert werden. 

Die Transformation von Pflanzen durch Agrobakterien ist unter 
anderem bekannt aus F.F. White, Vectors for Gene Transfer, in 

25 Higher Plants; ih Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and 
Utilization, herausgegeben von S.D. Rung und R. Wu, Academic 
Press, 1993, S. 15-38. Aus den trans formier ten Zellen der ' 
verwundeten Blatter bzw. Blattstticke kdnnen in bekannter - 
Weise transgene Pflanzen regeneriert werden, die ein in die 

30 Expressionskassette integriertes Gen ftir die Expression einer 
Nukleinsaure cociierend eine Tyrosinaminotransf erase enthalten. 

* 

Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer ftir eine 
Tyrosinaminotransf erase kodierenden Nukleinsaure wird 

35 eine Expressionskassette als Insertion in einen rekambinanten 
Vektor eingebaut, dessen Vektor-DNA zusatzliche funktibnelle 
Regulationssignale, beispielsweise Sequenzen ftir RepliJcation 
oder Integration enthait. Geeignete * Vektoren sind unter anderem 
in "Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology^ 

40 (CRC Press), Kap. 6/7, S. 71-119 (1993) beschrieben. 

Beispielhaft kann die pflanzliche Expressionskassette in ein . 
Derivat des Trans formations vektors pBin-19 mit 35s Promotor 
(Bevan, M. , Nucleic Acids Research 12: 8711-8721 (1984))- ein- 
45 gebaut werden. 
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Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und 
Klonierungstechniken konnen die Expressionskassetten in' geeignete 
Vektoren kloniert werden, die ihre Vermehrung, beispielsweise 
in E. coll, ennSglichen. Geeignete Klonierungs vektoren sind u.a. 
5 pBR332,. pUC-Serien, M13mp-Serien und pACYC184. Besonders geeignet 
sind binSre Vektoren, die sowohl in E. coli als auch in Agro- 
bakterien replizieren kS nn e n . 

Die Erfindung betrifft daher ferner die Verwendung der vor- 
10 stehend beschriebenen Nukl e ins &ur en , der vorstehend beschriebenen 
Nukleins&urekonstrukte, insbesondere der Ebqpressionskassetten 
zur Herstellung von genetisch verSnderten Pflanzen oder zur 
Transformation von Pflanzen, -zellen, -geweben oder Pflanzen- 
teilen. 

15 

Vorzugsweise ist Ziel der Verwendung die Erhahung des Gehaltes 
der Pflanze oder Pf lanzenteile an Vitamin E. 

Dabei kann je nach Wahl des Promoters die Expression spezifisch 
20 in den Biattern, in den Sarten, Bltltenbl&ttern oder anderen Teilen 
der Pflanze erfolgen. 

i 

Dementsprechend betrifft die Erfindung ferner ein Verfahren 
zur Herstellung von genetisch ver&nderten Organismen indem man 
25 eine vorstehend beschriebene Nukleins&ure oder ein vorstehend 
beschriebenes Nukleins&urekonstrukt oder eine vorstehend be- 
schriebene Kombination von Nukleinsaurekonstrukten in das Genera 
des Aus gangs or ganismus einfiihrt. 

30 Die Erfindung betrifft ferner die vorstehend beschriebenen gene- 
tisch verSnderten Organismen selbst. 

Wie vorstehend erwShnt, weisen die genetisch veranderte 
Organismen, insbesondere Pflanzen einen erhQhten Gehalt Vitamin E 
35 auf. 

* * 
* m 

Die ErhShung der Tyros inamintransferase-Aktivi tat im Organismus 
zu einem weiteren Effekt. Es wird nicht nur der Gesamt -Vitamin E- 
Gehalt erhGht sondern es erfolgt zusatzlich eine selektive 
40 ErhShung der Tocotrienole im Vergleich zu den Tocopherol en. 

Als Organismen und zur Herstellung von Organismen mit einem 
erhShten Gehalt an Feinchemikalien im Vergleich zum Wildtyp 
werden in einer bevorzugten Aus fiihrungs form, wie vorstehend 
45 erw^hnt, photosynthetisch aktive Organismen wie beispielsweise 
Cyanobakterien, Moose, Algen oder Pflanzen, besonders bevorzugt 
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Pf lanzen als Ausgangsorganismen und dementsprechend auch als 
genetisch ver§nderte Organismen verwendet . 

* 

Solche transgenen Pf lanzen, deren Vermehrungsgut , sowie deren 
5 Pflanzenzellen, -gewebe oder -telle sind ein weiterer Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung. 

Bevorzugte Pf lanzen sind, wie vorstehend ausgefiihrt Tagietes, 
Sonnenblume , Arabidopsis, Tabak, Roter Pfeffer, Soja, Tomate, 

10 Aubergine, Paprika, M6hre, Karotte, Kartoffel, Mais, Salate 
und Kohlarten, Getreide, Alfalfa, Hafer, Gerste, Roggen, 
Weizen, Triticale, Hirse, Reis, Luzerne, Flachs, Baumwolle, 
Hanf , Brassicacaen wie beispielsweise Raps oder Canola, Zucker- 
rObe, Zuckerrohr, NuS- und Weinspezies oder Holzgewachse wie 

15 beispielsweise Espe oder Elbe, 

* ■ 

* 

Besonders bevorzugt sind Arabidopsis thaliana, Tag-etes erecta, 
Brassica napus, Nicotiaxia tabacum, Sonnenblume , Canola, Kartoffel 
oder Soja. . 

20 

Die genetisch verSnderten Organismen, - insbesondere Pf lanzen 
konnen, kdnnen wie vorstehend beschrieben zur Herstellung von Vi- 
tamin E verwendet werden. 



25 Von Menschen und Tieren verzehrbare erf indungsgemM&e , 

verSnderte Pf lanzen mit erhdhtem Gehalt an Vitamin-E ka n ne n auch 
beispielsweise direkt oder nach an sich. bekannter Prozessierung 
als Nahrungsmittel oder Futtermittel oder als Futter- und. 
. Nahrungserganzungsmittel verwendet werden. 

30 

Die erf indungsgem&£, genetisch ver&nderten Pf lanzen. kQnnen f erner 
zur Herstellung von Vitamin E-haltigen Extrakten verwendet 
werden. 

35 Erh6hung des Gehalt es an Vitamin E bedeutet im Rahmen der vor- 
liegenden Erfindung vorzugsweise die kQnstlich erworbene F&hig- 
keit einer erhohten Biosyntheseleistung dieser Verbindungen 
in der Pf lanze gegentSber der nicht gentechnisch modif izierten 
Pflanze, vorzugsweise fitlr die Dauer mindestens einer Pflanzen- 

40 generation.' 

* 

Unter einem erhohten Gehalt an Vitamin E wird in der Regel ein 
erhdhter Gehalt an Gesamt-Tocopherol yerstanden. Unter einem 
erhdhten Gehalt an Vitamin E wird aber auch insbesondere ein 
45 verSnderter Gehalt der vorstehend beschriebenen 8 Verbindungen 
mit TocopherolaktivitcLt verstanden. 
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Beispielsweise fdhrt das Einbringen eines Tyros inamino - 
trans ferase-Gens in Pf lanzen tiberraschenderweise zu ei n em 
besonders erhShten Anstieg des Gehalts an Tocotrienolen. 

5 Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erl&utert, 
ist aber nicht auf diese beschrctakt: 

Allgemeine Experi men telle Bedingungen: 
Sequenz ana lys e rekombinanter DNA 

10 

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molektile erfolgte xait einem 
Laserfluoreszenz-DNA-Sequenfcierer der Firma Licor (Vertrieb durch 
MWG Biotech, Ebersbach) nach der Methode von Sanger (Sanger 
. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463-5467). 
15 

Beispiel 1 . 

Klonierung des Tyros inam i no trans ferase-Gens kodierend die 
Tyros inaminotransf erase aus Rat tus norvegicus. 

Die Preparation der RNA aus Rattenleber erfolgte in an sich 
bekannter Weise wie von S. Kar und BJ. Carr in Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 1995, 212(1), 21-6 (Differential display and cloning 
of messenger RNAs from the late phase of rat liver regeneration) , 



25 

Die cDNA Synthese wurde unter Verwendung des Superscript II cDNA 
Synthese Kit (Gibco BRL) gem&£ den Herstellerangaben durch-r 
geftthrt. • 



30 Die Nukleins&ure kodierend eine Tyrosinaminotranisf erase wurde 
mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Rattus norvegicus 
unter Verwendung eines sense spezif isahen Primers (Tyrosi n a mi .no- 
transferase 5' SEQ.-ID Nr. 3) und eines antisense spezif ischen 
Primers (Tyrosin-Aminotransf erase 3/ SEQ.-ID Nr. 4) amplifiziert 

35 

Die PCR Bedingungeii war en die folgenden: 

Die PGR erfolgte in einem 50jll. Reaktionsansatz in dem enthalten 

* 

war: 

40 

2 fil einer Rattus norvegicus cDNA (hergestellt wie oben 
beschrieben) 

0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

45 - 1,5 mM Mg(OAc) 2 

- 5 fig' Rinder s erum- Albumin 

- . 40 pmol Tyrosin-Aminotransf erase 5 'Primer 
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40 pmol Tyrosin-Aminotransf erase 3 'Primer 

15 ill 3,3x rTth DNA Polymerase XLPuffer (PE Applied Bio- 
systems) 

5 U rTth DNA Polymerase XL (PE Applied Biosys terns) 
Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgefdhrt: 



10 



15 



20 



Schritt 1; 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 

Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 

Schritt 3:1 Minute 55°C (Annealing) 

Schritt 4: 2 Minuten 72 °C (Elongation) 

30 Wiederholungen der Schritte 2-4 

Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

Schritt 6: 4°C (Warteschleife) 

Das Amplikon wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PCR Klonierungsvektor pGEM-Te (Promega) kloniert. Die IdentitMt 
des] erzeugten Amplikbns im Vektdr pGEMTe / RhTATAs e 1 wurde durch 
Sequenzierung xinter Verwendung des M13F (-40) Primers und des 
M13R Primers bestStigt (SEQ. ID. No. 1 und SEQ. ID. NO. 3) . 



25 



30 



35 



Klonierung des Tyr osin-Amino trans ferase-Gens 1 kodierend fUr die 
Tyr osin-Amino transferase 1 aus Arstbidospsls thaliana. 

Die DNA kodierend fiir das Tyros in-Amino trans ferase-Gen 1 wurde 
mittels polymerase chain reaction (PCR) aus AraJbidppsis thaliana 
unter Verwendung eihes sense spezifischen Primers (AtlTyrosin- 
Aminotransferase 5' SEQ. ID. No. 28) und eines antisense spezifi- 
schen Primers (AtlTyrosin-Aminotransf erase 3' SEQ. ID. No. 29) 
amplif iziert . 

Die PCR Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR erfolgte in einem 50nl Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 



2\il einer Arabidopsis thaliana cDNA 
0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

1,5 mM Mg(OAc) 2 
5 jig Rinderserum-Albumin 
40 - 40pmol AtlTyrosin-Aminotransf erase 5 'Primer 
40pmol AtlTyrosin-Aminotransf erase 3 'Primer 

15ja 3,3x rTth DNA Polymerase XLPuffer (PE Applied Biosy 
stems) 

5U rTth DNA Polymerase XL (PE Applied Biosys terns) 



45 Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgef tthrt : 
Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
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Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 

' Schritt 3: 1 Minute 55°C (Annealing) 
Schritt 4: 2 Minuten 72°C (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 
5 Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 



Das Amplikon wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PGR Klonierungsvektor pGEM-Te (Promega) kloniert. Die IdentitSt 
10 des erzeugten Amplikons im Vektor pGEMTe / A tTATAs e 1 wurde durch 
vollstandige Se<juenzierung unter Verwendung des M13F (-40) Pri- 
mers und des M13R best£tigt (Seq. ID. No. 5) . 



15 Klonierung des Tyrosin-Aminotransferase-Gens 3 kodierend fCLr die 
Tyros in-Amino trans f erase 3 aus Arabidopsis thaliana. 

■ 

Die DNA* kodierend ftlr das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 3 wurde 
mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Arabidopsis thaliana 
20 unter Verwendung eines sense spezifischen Primers (At3Tyrosin- 
Amino transferase 5': SEQ. ID, No. 30) und eines antisense spezi- 
fischen Primers (At3Tyrosin-Aminotransf erase 3' : SEQ. ID. No. 31) 
amplif iziert . 

Die PCR Bedingungen war en die f olgenden: 
25 Die PCR erfolgte in einem SOpl Reaktionsansatz in dem enthalten * 



- . 2|ll einer Arabidopsis thaliana cDNA . 

0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 
30 - 1,5 mM Mg(OAc) 2 

- 5fig Rinderserum-Albumin 

40pmol At3Tyrosin-Aminotransf erase 5 'Primer 

- * 40pmol Ar3Tyrosin- Aminotransferase 3 'Primer 

15pl 3,3x rTth DNA Polymerase XLPuffer (PE Applied Biosy 
stems) 

35 - 5U rTth DNA Polymerase XL (PE Applied Biosys terns) 

* 

Die PCR wurde unter f olgenden Zyklus Bedingungen durchgef dhrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
Ats Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 

40 

Schritt 3: 1 Minute 56°C (Annealing) 
Schritt 4: 2 Minuten 72°C (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 
Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

45 
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Das Amp 1 ikon wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PGR Klonierungsvektor pGEM-Te (Promega) kloniert. Die IdentitSt 
des erzeugten Amplikons/im Vektor pGEMTe / AtTATAs e3 wurde durch 
vollstandige Sequenzierung unter Verwendung des M13F (-40) und 
5 des M13R Primers best&tigt (Seq. ID, Nr. 7) . 

+ * * * 

Beispiel 4 

Klonierung des Tyros in-Aminotransf erase-Gens 5 kodierend ftir die 
Tyrosin-Aminotransf erase 5 aus Arabidopsis thaliana* 

10 

Die DNA kodierend fur das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 5 wurde 
mittels polymerase chain reaction (PCR) avis Arabidopsis thai i ana 
unter Verwendung eines sense spezifischen Primers (AtSTyrosin- 
Amino transferase 5': SEQ. ID. fto. 32) und eines antisense spezi- 
15 fischen Primers (AtSTyrosin-Aminotransf erase 3': SEQ. ID. No. 33) 
amplifiziert . 

Die PCR Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR erfolgte in einem 5Q\xl Reaktionsansatz in dem enthalten 
20 war: 

2jll einer Arabidopsis thaliana. cDNA 

0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

1,5 mM Mg(0Ac) 2 
5{lg Rinderserum-Albumin 

40pmol AtSTyrosin-Aminotransf erase 5 'Primer . 
40pmol AtSTyrosin-Aminotransf erase 3 'Primer 

lSpl 3,3x rTth DNA Polymerase XLPuffer (PE Applied Biosy 
stems) 

5U rTth DNA Polymerase XL (PE Applied Biosystems) 

30 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgeftihrt : 

• * 

Schritt 1: 5 Miriuten 94°C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 

* * * , 

35 Schritt 3 : 1 Minute 56°C (Annealing) 
Schritt 4: 2 Minuten 72°C (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 
Schritt 5: 10 Minuten 72 °C (Post-Elongation) 

- w 

Das Amplikon wurde unter Verwendung von Standardmetiioden in den 
PCR Klonierungsvektor pGEM-Te (Promega) kloniert. Die Identit&t 
des erzeugten Amplikons im Vektor pGEMTe/AtTATAseS wurde durch 
vollstandige Sequenzierung unter Verwendung des M13F (-40) und * 
des M13R Primers best&tigt (Seq- ID. No. 9) . 

45 



25 
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Beispiel 5 

Klonierung des Tyrosin-Aminotransferase-Gens 6 ko die rend fvir die 
Tyrosin-Aminotransf erase 6 aus Arabidopsis thaliana. 

5 Die DNA kodierend fxir das Syrosin-Arainotransf erase-Gen 6 wird 
mittels polymerase chain reaction (PGR) aus Arabidopsis thaliana 
unter Verwendung eines sense spezif ischen Primers (At6Tyrosin- 
Amino transferase 5': SEQ. ID. No. 34) und eines antisense spezi- 
f ischen Primers (At 6Tyro sin- Amino transf erase 3' : SEQ. ID, No. 35) 
10 amplif iziert. 

Die PGR Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR erfolgte in einem 50jil Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 

15 - 2|xl einer Arabidopsis thaliana cDNA 
0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

1,5 mM Mg(0Ac) 2 
5\ig Rinder s e rum-Albumin 
- . 40pmol At6Tyrosin~Aminotransf erase 5' Primer 
40pmol Ar6Tyrosin-Aminotransf erase 3 'Primer 
20 _ . isjii 3,3x rTth DNA Polymerase XLPuffer (PE Applied Biosy 
stems) 

5U rTth DNA Polymerase XL (PE Applied Biosystems) 
Die PCR wird unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgef tlhrt : 

* + 

25 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C . 
Schritt 3 : 1 Minute 56°C (Annealing) 
Schritt 4: 2 Minuten 72°C (Elongation) 
^ 0 30 Wiederholungen der Schritte 2-4 

Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

Das Amplikon wird unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PCR Klonierungsvektor pGEM-Te (Pr omega) kloidert. Die Identit&t 
35 des erzeugten Amplikons im Vektor pGEMTe / AtTATAs e6 wird durch 
vollstSndige Sequenzierung unter Verwendung des M13F (-40) und 
des M13R Primers bestatigt (Seq. ID. Nr. -11). 

Beispiel 6 

Mg< Klonierung des. Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduktase-Gens. 

40 

kodierend ftir die Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduktase aus 
Nicotiana tabacum 

Die DNA kodierend ftir Geranylgeranylpyrophosphate-Qxidoreduktase 
-Gens wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus 



45 

tabacum unter. Verwendung eines sense spezif ischen Primers (Gera- 
nylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduktase 5': SEQ. ID. NO. 36) und 
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eines antisense spezifischen Primers (Geranylgeranylpyrophosp- 
hate-Gxidoreduktase 3': SEQ. ID. No.. 37) araplifiziert. 

* * 

^ i m 

Die PCR Bedingungen waxen die folgenden: . 
5 Die PCR erfolgte in einem SOpl Reaktionsansatz in den enthalten 
war: 

2fil einer Nicotiana tabacum cDNA 
0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 
10 - i,5 mM Mg(OAc) 2 

- 5fig Rinderserum-Albumin 

- 40pmol Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduktase 5 'Primer 
40pmol Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoredxiktase 3 'Primer 
lSjll 3,3x rTth- DNA Polymerase Puffer (PE Applied Biosystems) 
5U rTth DNA Polymerase (PE Applied Biosystems) 

15 Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgefdhrt: 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 
■Schritt 3: 1 Minute 56°C (Annealing) 
20 Schritt 4: 2 Minuten 72 °C (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 
* Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

Das Amplikon wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
25 PCR Klonierungsvektor pGEMTe (Promega) kloniert. Die Identitat 
des erzeugten.Amplikons im Vektor pGEMTe /NtGGPPOR wurde durch 
vollst&ndige Sequenzierung unter Verwendung des M13F (-40) und 
des M13R Primers bestatigt (Seq. ID. No. 17). 

30 

Be.ispiel 7 

Klonierung des Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Gens kodierend 
ftlr die Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase aus Arabidopsis tha- 
liana. 

• *■ 

35 

Die DNA kodierend ftir das Hydr oxypheny Ipyruva t -Di oxygenas e-Gens 
wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Arabidopsis 
thaliana unter Verwendung eines sense spezifischen Primers (AtHy- 
droxyphenylpyruvat-Dioxygenase 5': SEQ. ID. No. 38) und eines an- 
40 tisense spezifischen Primers (AtHydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase 
3': SEQ. ID. Nr. 39) amplifiziert . 

Die PCR Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR erfolgte in einem 5Q\il Reaktionsansatz in dem enthalten 
45 war: 

§ 

2jil einer Arabidopsis thaliana. cDNA. 
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0,2 mM dATP, dTTP/ dGTP, dCTP 

- .1,5 mM Mg(OAc) 2 

- 5 jig Rinder serum- Albumin 

40pmol AtHydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase 5' Primer 
40pmol AtHydroxyphenylpyruvat-Di oxygenase 3' Primer 
5 - lSpi 3,3x rTth DNA Polymerase XLPuffer (PE Applied Biosy- 
stems) 

5U rTth DNA Polymerase XL (PE Applied Biosys terns) 
Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgeftihrt : 

10 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 
Schritt 3: 1 Minute 5 8°C (Annealing) 
Schritt 4: 2 Minuten 72°C (Elongation) 
I5 30 Wiederholungen der Schritte 2^4 

Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Eloiigation) 

Das Amplikon wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PCR Klonierungsvektor pGEM-Te (Promega) kloniert. Die IdentitSt 
des erzeugten Amplikons im Vektor pGEMTe / AtHPPD wurde durch voll- 
2Q stSndige Sequenzierung unter Verwendung des M13F (-40) und des 
M13R Primers best&tigt (Seq. ID. No. 13). 

Beispiel 8 

Klonierung des Homogentisat-Prenyltransferase-Gens kodierend ftir 
25 die Homogentisat-Prenyltransf erase aus Arabidopsis thaliana. 

Die DNA kodierend ftir das Homogentisinsaure-Prenyltransf erase- 
Gens wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Arabidop- 
sis thaliana unter Verwendung eines sense spezifischen Primers 
30 (AtHomogentisat-Prenyltransf erase 5': SEQ.. ID. Nr. 40) und eines 
antisense spezifischen Primers (AtHomogentisat-Prenyltransf erase 
3': SEQ. ID. No. .41) amplif iziert . 

Die PCR Bedingungen war en die folgenden: 
35 Die PCR erfolgte in einem SOjll Reaktionsansatz in dem enthalten 
wax : 

* 

2|il einer AraJbidopsis thaliana cDNA 
0,2 mM dATP, "dTTP, dGTP, dCTP 

1,5 mM Mg(0Ac) 2 
40 - 5|ig Rinder serum- Albumin 

- 40pmol AtHomogent isinsaure-Prenyl trans f erase 5 'Primer 
40pmol AtHomogentisins&ure-Prenyl transferase 3' Primer 

15jtl 3,3x rTth DNA Polymerase XLPuffer .(PE Applied Biosy 
stems) 

4S - 5U rTth DNA Polymerase XL (PE Applied Biosystems) . 

* * ■ 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgef iihrt t 
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Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 
Schritt 3: 1 Minute 58°C (Annealing) 
Schritt 4: 2 Minuten 72°C (Elongation) 
5 30 Wiederholungen der Schritt e 2-4 

Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

Das Amplikon wurde unter Verwendung yon S t andar dme thoden in den 
PCR Klonierungsvektor pGEM-Te (Promega) kloniert. Die Identit&t 
10 des erzeugten Amplikons im Vektor pGEMTe / At HPT wurde durch voll- 
stcbadige Sequenzierung unter Verwendung des M13F (-40) und des 
M13R Primers best&tigt (Seq. ID. No. 15) . 

Beispiel 9 

15 Klonierung des 2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase- 
Gens kodierend ftir die 2 -Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase aus Synechocystis sp . 
PCC6803. 

20 Die DNA kodierend fur das 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase-Gens wurde mittels po- 
lymerase chain reaction (PCR) aus Synechocystis sp. PCC6803 unter 
Verwendung eines sense spezifischen Primers (2-Me- 
thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase 5': SEQ. ID. No. 42) 

25 und eines antisense spezifischen Primers (2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Me thyl trans f erase 3' : SEQ. ID. No. 43) 
amplifiziert . 

Die PCR Bedingungen war en die f olgenden: 
30 Die PCR erfolgte in einem 50jil Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 

- 2\il einer Synechocystis sp. PCC6803 DNA 

0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP - . . 

3S - * 1,5 mM Mg(OAc) 2 

- 5|Lig Rinder serum-Albumin 

40pmol 2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase 5'Pri 



40pmol 2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase 3'Pri 
mer 

40 - 15JJ1 3,3x rTth DNA Polymerase XLPuffer (PE Applied Biosy 
stems) 

5U rTth DNA Polymerase XL (PE Applied Biosys terns) 
Die PCR wurde unter f olgenden Zyklus Bedingungen durchgefiihrt : 

45 Schritt 1: 5 Minuten 9 4 °C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 
Schritt 3: 1 Minute 58°C (Annealing) 
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Schritt 4: 2 Minuten 72°C (Elongation) 

30 Wiederholungen der Schritte 2-4 

Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

5 Das Amplikon wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PGR Klonierungsvektor pGEM-T$ (Promega) kloniert. Die Identitat 
des erzeugten Amplikons im Vektor pGEMTe / SynMTl wurde durch voll- 
standige Sequenz i erung unter Verwendung des M13F (-40) und des 
M13R Primers bestatigt (Seq ID. No, 19) . 

10 

Beispiel 10 

Klonierung des Tocopherolcyclase-Gens (auch 2,3-Dimethyl-5-Phy- 
tylplastochinol-Zyklase-Gen genannt) kodierend fttr die Tocophe- 
rolcyclase (auch 2,3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase ge- 
15 nannt) aus Synechocystls sp. PCC6803. 

Die DNA kodierend fiir 2, 3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase- . 
Gens wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Synechocy- 
stis sp. PCC6803 unter Verwendung eines sense spezifischen Pri- 
20 mers (2, 3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase 5': SEQ. ID. No. 
44) und eines antisense spezifischen Primers (2, 3-Dimethyl-5-Phy- 
tylplastochinol-Zyklase 3': SEQ. -ID Nr. 45) amplif iziert . 

Die PCR Bedingungen waren die folgenden: 
25 Die PCR erfolgte in einem 50pl Reaktionsansatz in dem enthalteh 
war: 

2\ll einer Synechocystis sp. PCC6803 DNA 
0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 
30 - 1,5 mM Mg(0Ac) 2 

- 5jtg Rinder serum-Albumin 

40pmol 2,3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase 5 'Primer 
40pmol 2,3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase 3 'Primer 
15\il 10 x Pful-Turbo DNA Polymerase Puffer (Stratagene) 
5U Pful-Turbo DNA Polymerase (Stratagene) 

35 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgef iihrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturi erung) 
. Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 
40 Schritt 3: 1 Minute 60°C (Annealing) 

Schritt 4: 1,5 Minuten 72°C (Elongation) 

30 Wiederholungen der Schritte 2-4 

Schritt 5: 10 Minuten. 72°C (Post-Elongation) 

45 Das Amplikon wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PCR Klonierungsvektor pCRTopo4blunt (Tnvitrogen) kloniert. Die 
Identitat des erzeugten Amplikons imd Vektor pCR4topoblunt/*SynCyc 
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wurde durch vol 1 standi ge Sequenzierung uater Verwendung des M13F 
(-20) und des M13R Primers bestatigt (Seq. ID. No. 21). 

. Beispiel 11 

5 Klonierung des y-Tocopherol-Methyltransferase-Gens kodierend fdr 
die y-Tocopherol-Methyl transferase aus AraJbidopsis thaliana. 

to 

m * 

Die DNA kodierend ftLr das y-Tocopherol-Methyltransferase-Gens 
wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Arabidopsis 
10 thaliana unter Verwendung eines sense spezifischen Primers. 

(Aty-Tocopherol-Methyl transferase 5': SEQ. ID. No. 46) und eines 
antisense spezifischen Primers (Aty-Tocopherol-Methyltransferase 
3': SEQ. ID. No. 47) amplifiziert . 

15 Die PCR Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR erfolgte in einem 50jil Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 

— 2jll einer Arabidopsis thaliana cDNA 
20 ~ 0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

1,5 mM Mg(OAc) 2 

- 5 Jig Rinderserum-Albumin 

40pmol Aty-Tocopherol-Methyltransf erase 5 'Primer 
40pmol Aty-Tocopherol-Methyl transferase 3 'Primer 
15|il 3,3x rTth DNA Polymerase XLPuffer (PE Applied Biosy 
25 stems) 

5U rTth DNA Polymerase XL (PE Applied Biosystems) 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgef CLhrt : 

30 Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 

Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 

Schritt 3: 1 Minute 58°C (Annealing) 

Schritt 4; 2 Minuten 72°C (Elongation) 

30 Wiederholungen der Schritte 2-4 
„ Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

Das Amplikon wurde unter Verwendung von . Standardmethoden in den 
PGR Klonierungsvektor pGEM-Te (Promega) kloniert. Die Identitat 
des erzeugten Amplikons im Vektor pGEMTe/AtyTMT wurde durch voll- 
4Q stMndige Sequenzierung unter Verwendung des ML3F (-40) und des 
M13R Primers bestatigt (Seq. ID. Nr. 23) . 

Beispiel 12 

Klonierung eines Teilf ragmentes des Homogentisinsaure-Dioxyge- 
45 nase-Gens kodierend fur die Homogentisins&ure-Dioxygenase aus 
Brass ica napus. 



15 
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. Die DNA kodierend f\ir ein Teilfragmentes das Homogentisinsaure- 
Dioxygenas e-Gens wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) 
aus Brassica napus unter Verwendung eines sense spezifischen Pri- 
mers (Homogentisinsaure-Dioxygenase 5': SEQ. ID. No. 48) und 
5 eines antisense spezifischen Primers ( Homogent is ins aure-Di oxyge- 
nase 3': SEQ. ID. No. 49) amplifiziert . 

* * * 

Die PCR Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR erfolgte in einem 50\il Reaktionsansatz in dem enthalten 
10 war: 

- " . . 2\il einer Brassica napus cDNA 

- 0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

l,jp mM Mg(OAc) 2 

- S\ig Rinder serum- Albumin 
40pmol Homogentisinsaure-Dioxygenase 5 'Primer 
40pmol Homogentisinsaure-Dioxygenase 3 'Primer 

15jll 3,3x rTth- DNA Polymerase Puffer {PE Applied Biosystems) 
5U rTth DNA Polymerase (PE Applied Biosystems) 

* 

2Q Die PCR wurde unter folgenden Zyklus -Bedingungen durchgef ilhrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 
Schritt 3: 1 Minute 56°C (Annealing) 
25 Schritt 4: 2 Minuten 72°C (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 
Schritt .5: 10 Minuten 7 2°C (Post-Elongation) . 

Das Amplikon wurde unter Verwendung . von Standardmethoden in den 
3 Q PCR Klonierungsvektor pGEMffe (Promega) kloniert. Die Identitat 
des erzeugten Amplikons im Vektor pGEMTe/ *BnHGD wurde durch voll- 
standige Sequenzierung unter Verwendung des M13F (-40) und des 
M13R Primers bestatigt (Seq. ID. No. 25) . 

35 Beispiel 13 

Erzeugung des DNA Konstruktes zur, samenspezif ischen Unterdrttckung 
der Expression des Homogentisat-Dioxygenase-Gens aus Brassica na- 
pus. 

■ 

40 Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die eine reduzierte Expression des 
Homogentisat-Dioxygenase Gens aus Brassica napus unter Kontrolle 
eines samenspezifischen Promotors exprimieren, wurde der Vektor 
pSUN2 (WO 02/00900) verwendet. Dieser Vektor wurde so verandert, 

45 dass er den samenspezif ichen Pramotor des Vicilin Gens aus Vicia 
faba (Weschke W. Bassxiner R., van Hai N. , Czihal A- , Baumlein 
H., Wobus U- The structure of a Vicia faba Vicilin Gene. Bio- 
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chem. Physiol. Pflanzen 183,233-242 (1988)), und das 2 Intron (IV2) 
des ST-LS1 Gens aus Solanum tuberosum. (Vancanneyt G. , S chm idt 
R., O'Connor-Sanchez A. , Willmitzer L., Rocha-Sosa M. Construc- 
tion of an intron-containing marker gene: Splicing of the intron 
5 in transgenic plants and its use in monitoring early events in 
Agrobacterium-mediated plant transformation. MGG (1990) >, und das 
Terminationssignal-2 des Octopin-Synthase Gens aus. AgroJbaJcterium 
tumifaciens (Gielen et al. 1984) enth&lt. 

10 Das DNA Fragment kodierend fur das Teiifragment des Homogentisin- 
s&ure-Dioxygenase-Gen aus Brassica napua wurde als Sacl/Scal 
Fragment aus dem Plasmid pGEMTe/*BnHGD in den mit Smal geSffneten 
pSUN2-Pvic-STLSl-ocsT kloniert, nachdem die fibers tehenden Enden 
des Fragmentes mit der T4 Polymerase in glatte Enden Hberfflhrt 

15 wurden. Das resultierende Plasmid pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-ocsT 
wujrde mit Seal verdaut. In diesen lineariserten Vektor wurde er- 
neut das Fragment des Homogentisins&ure^Dioxygenase-Gen aus Bras- 
sica napus als gegiattetes Sad /Seal Fragment aus dem Plasmid 
pGEMTe / * BnHGD kloniert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die 

20 beiden BnHGD-Fragmente in gegeniauf iger Orientierung auf beiden 
Seiten des STLS1 Introns vorhanden sind. Dieses Plasmid 
(pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT (Abbildung 1) wird zur Er- 
zeugung transgener Brassica napus bzw. A.thaliana Pflanzen ver- 
wendet . 

25 

Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 1 beinhaltet den Promotor des 
Vicilin Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert ftir ein- 
en Fragment des HomogentisinsSure Dioxygenase Gen aus Brassica 
napus. Fragment C (190Bp) kodiert ftir das 2 Intron (IV2) des ST- 
30 LSI Gens aus Solanum tuberosum. Fragment D ist identisch mit 

Fragment B jedoch im Vektor gegenlSufig zu B orientiert. Fragment 
E (208Bp) kodiert fttr das Terminationssignal-2 des Octopin-Gens . 

Beispiel 14 

35 Erzeugung. von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin-Amino- 
transferase aus Rattus norve&icus unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors. 

Zur Herstellung von chimSren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
40 gener A.thaliana, Nicotiana tabacum bzw. Brassica napus Pflanzen, 
die die Tyros in-Amino transferase aus -Rattus norvegicus unter Kon- 
trolle eines samenspezif ischen Promotors exprimieren, wurde der 
Vektor pSUN2 (Patent WO 02/00900) verwendet. Dieser Vektor wurde 
so verSndert, dass er den samenspezif ichen Promotor des Vicla 
45 faba Unknown-Seed-Protein-Gens (USPP) (Baumlein H., Boerjan W., 
Nagy I.,. Basstiner R. ,. van Montagu M. , Inz6 D., Wobus U. A novel 
seed protein geen from Vicia faba is developmentally regulated in 
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transgenic tobacco and Arabidopsis plants. MGG 225:459-467 (1991) 
) , die Sequenz kodierend ftir das Chloroplasten-Transitpeptid des 
Vlcia faba Ribulose-Bisphosphat-Carboxylase (rbcS) Gens (Gueri- 
neau F-. , Woolston S., Brooks L., Mullineaux P. An expression cas- 
5 sette for targeting foreign proteins into chloroplasts . Nucleic 
Acids Res 16(23): 11380. (1988)) und das Terminations s ignal des 
Nopalin-Synthase Gens aus A. fcumefaciens (Depicker A, Stachel S, 
Dhaese P, Zambryski P, Goodman HM.Nopaline synthase: transcript 
mapping and DNA sequence. J Mbl Appl Genet. 1982;1(6) :561-73 . ) 
10 enthait. 

Das DNA Fragment kodierend filr das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 
aus Rattus norvegicus wurde als* EcoRS Fragment aus dem Plasmid 
pGEMTe /RnTATas e in den pSUN2-USPP-rbcS-nosT kloniert, nachdem 
15 dieser mit dem Restriktionsenzym Smal verdaut wurde. Dadurch 

wurde eine Translations fusion mit dem Trans itpept id der Ribulose- 
Bisphosphat -Carboxylase (rbcS) erzeugt und somit ein Import der 
Tyrosin-Aminotransferase aus -Rattus norvegicus in die Plastiden 
gewihrleistet . 

20 

Dieses Plasmid (pSUN2USPP-rbcS-RnTATase-nosT , Abbildung 2) wird 
zur Erzeugung transgener Srassica napus bzw. A.thaliana Pflanzen 
verwendet . 

25 Fragment A (678Bp) in Abbildung 2 beinhaltet den Promotor des Un- 
know-Seed-Protein-Gens (USPP) aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) 
kodiert ftir das Transitpeptid der Ribulose-Bisphosphat -Carboxy- 
lase (rbcS) aus Vicia faba. Fragment C (1365 Bp) kodiert ftir das 
Tyrosin-Aminotransf erase-Gen aus J2attus norvegicus. Fragment D 

30 (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopalin-Synthase 
Gens aus A . tumefaciens . 

* * * 

Beispiel 15 

• Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin-Amino- 
35 transferase 1 aus AraJbidopsis tJialiana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors . 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase 
40 aus AraJbidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, wurde der Vektor pSDN2 (WO 02/00900) ver- 
wendet. 

* 

Dieser Vektor wurde so verSndert, dass er den samenspezif ichen 
45 Promotor des Vicia faba n Unknown-Seed-Protein" (USPP) (Baumlein 
et al., 1991) und das Terminationssignal des Nopalin-Synthase 
Gens axis Agrobakterium tumifaciens (GIELEN, J., de BEUCKELEER , 
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M., SEURINCK, J., DEBROECK, H., de GREVE, H. , LEMMERS, M. , van 
MONTAGU, M. , SCHELL, J, The complete nucleotide sequence of the. 
TL-DNA of the Agrobacterium tumefaclens plasmid pTiAchS. EMBOJ. 3: 
835-846.(1984)) entMlt . 

5 

Das DNA Fragment kodierend ftir das Tyros in-Amino transfer as e-Gen 1 
aus Arabidopsis thaliana wurde aus dem Plasmid pGEMTe/AtTATasel 
als Sail Fragment isoliert, und nachdem die Sail Ende mit dem 
Klenow Enzym aufgefttllt wurde, in den pSUN2-USPP-nosT kloniert, 
10 nachdem dies er mit dem Restriktionsenzym Smal parcial verdaut 
wurde (Grdsse des linear isier ten Vektors 8250Bp) . 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtTATasel-nosT, Abbildung3) wird zur 
Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwendet. 
IS Fragment A (678Bp) in Abbildung 3 beinhaltet den Promotor des Un- 
know-Seed-Protein-Gens (USPP)aus Vicia faba, Fragment B. (1269 Bp) 

i 

kodiert fur das Tyrosin-Aminptransf erase-^Gen 1 aus Arabidopsis 
thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert fiir das Terminationssi- 
gnal des Nopalin-Synthase Gens . 

20 

Beispiel 16 ' . _ 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin-Amino- 
transferase 3 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors. 

25 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf erase 3 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, wurde der Vektor pSUN2 (WO 02/00900) ver- 
30 wendet . 

Dieser Vektor wurde so verSndert, dass er den samenspezif ichen 
"Fromotor des Vicia faba ^Unknown-Seed-Protein* (USPP) (BMumlein et 
al., 1991) und das Terminationssignal des Nopalin-Synthase Gens 
35 aus Agrpbakterium (Gielen et al. 1984) enthalt. 

Das DNA Fragment kodierend fiir das Tyros in-Aminotransf erase -Gen 3 
aus Arabidopsis thaliana wurde aus dem Plasmid pGEMTe / AtTATas e3 
als Sail Fragment isoliert, und nachdem das Sail Ende mit dem 
40 Klenow Enzym aufgefttllt wurde, in den pSUN2-USPP-nosT kloniert, 
nachdem dieser mit dem Restriktionsenzym Smal parcial verdaut 
wurde (Grfisse des linearis ierten Vektors 8250Bp) . 

Dieses Plasmid (pSUN2USPP-AtTATase3-nosT, Abbildung 4) wird zur 
45 Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwendet. 
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Fragment A (678 Bp) in Abbildung 4 beinhaltet den Promotor des 
*Unknow-Seed-Protein-Gens* (USPP) aus Vicia faba, Fragment B 
(1334 Bp) kodiert fxir das Tyros inr-Amino trans ferase-Gen 3 aus Ara- 
bidopsis thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert ftir das Termina- 
5 tionssignal des Nopalin-Synthase Gens. 

Beispiel 17 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in- Amino - 
transferase 5 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
10 menspezifischen Promotors. 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrtikten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransf erase 5 
aus Arabidopsis thallana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
15 Promotors exprimieren, wurde der Vektor pSUN2 (WO 02/00900) ver- 
wendet. 

Dieser Vektor wurde so ver&adert, dass er den samenspezif ichen 
Promotor des Vicia faba ^Unknown-Seed-Protein" (USPP) (Baumlein 
20 et al., 1991) und das Term in at ions signal des Nopalin-Synthase 
Gens aus Agrobakterium (Gielen et al. 1984) enthS.lt. 

Das DNA Fragment kodierend fur das Tyrosin-Aminotransferase-Gen 5 
aus Arabidopsis thaliana wurde aus dem Plasmid pGEMTe / AtTATaseS 
25 als BamHl Fragment isoliert, und nachdem das BamHl Ende mit dem 
Klenow Enzym aufgeftillt wurde, in den pSUN2-USPP-nosT kloniert,. 
nachdem dieser mit dem Restriktionsenzym Smal parcial verdaut 
wurde {Grosse des linearisierten Vektors 8250Bp) . 

30 Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtTATase5-nosT, AbbildungS) wird zur 
Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwendet. 

Fragment A (678 Bp) in Abbildung 5 beinhaltet den Promotor des 
tt Unknow-Seed- Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1389 Bp) 
35 kodiert fttr das Tyrosin-Aminotransferase-Gen 5 aus Arabidopsis 
thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert fiir das Terminationssi- 
gnal des Nopalin-Synthase Gens. 

Beispiel 18 

40 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin-Amino- 
transf erase 6 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors. 

* 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
45 gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase 6 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
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Pramotors exprimieren, wird der Vektor pSUN2 (WO 02/00900) ver- 
wendet. 

Dieser Vektor wird so verShdert, dass er den samenspezif ichen 
5 Promotor des Vicia faba MJnknown-Seed-Protein-Gens" (USPP) (B£um- 
lein et al., 1991) und das Terminationssignal des Nopalin-Syn- 
thase Gens aus Agrobakterium (Gielen et al. 1984) enth&lt. 
Das DNA Fragment kodierend ftlr das Tyrpsin-Aminotransferase-Gen 6 
aus AraJbidopsis thaliana wird aus dem Plasmid pGEMTe/AtTATaseS 
10 als Sail Fragment isoliert, die Sail Ende werden mit dem Klenow 
Enzym aufgeftillt, in den pSUN2-USPP-nosT kloniert, der mit dem 
Restriktionsenzym Smal paxcial wird (Grdsse des linearisierten 
Vektors 8250Bp) . 

15 Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtTATase6-ndsT, Abbildung6) wird zur 
Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwendet. 

Fragment A (678 Bp) in Abbildung 6 beinhaltet den Promotor des 
"Uhknow-SeedT-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1243 Bp) 
20 kodiert fiir das Tyrosin-Aminotransferase-Gen 6 aus Arabidopsis 
thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert fur das Terminationssi- 
gnal des Nopalin-Synthase-Gens. 

Beispiel 19 

25 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Geranylger anyl - 
pyrophosphate-Oxidoreduktase aus Nicotiana tabacum unter Kon- 
trolle eines samenspezif ischen Promotors. 

* 

' Zur Herstellung von chimSxen DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
30 gener Brassica napus Pflanzen, die die Geranylgeranylpyrophosp- 
hate-Oxidoreduktase aus Nlcotianum tabacum unter Kontrolle eines 
samenspezif ischen Promotors exprimieren, wurde der Vektor pSUN2 
(WO 02/00900) verwendet. 

35 Zuerst wurde der Vektor pucl9 (New England Biolabs) so verandert, 
das er den samenspezif ichen Promotor des Legumin B4 Gens (Kafatos 
et al., 1986), und das Terminationssignal der Nopal in-Synthase 
aus A.t'umefaciens (Depicker et al., 19.82) enthait. Der resultie- 
r ende Vektor heifit pucl9-LeB4-nosT. 

Das DNA Fragment kodierend ftir das Geranylgeranylpyrophosphate- 
Oxidoreduktase-Gen aus Wicbtiana tabacum wurde als KpnI/Sall 
Fragment in pucl9LeB4nosT kloniert, nachdem dieser mit den Re- 
striktionsenzymen KpnI/Sall verdaut wurde. 
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Aus dem Vektor pucl9-LeB4-NtGGPPOR-nosT, wurde die ENA bestehend 
aus LeB4-Promo tor , Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduktase-Gen 
(Nucleotid 1 bis 1323 von Seq. ID 7) als Smal/Hind3 Fragment iso- 
liert und in den Vektor pSUN2 kloniert, nachdem dieser mit dem 
5 Restriktionsenzym Smal/Hind3 verdaut wurde. Der daraus resultie- 
rende Vektor heifit pSUN2-LeB4-NtGGPPOR(nuc. 1-1323) . Aus dem Vek- 
tor pucl9-LeB4-NtGGPPOR-nosT, wurde die DNA bestehend aus Gera- 
nylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduktase-Gen (Nucleotid 1319 bis 
1509 von Seq. ID. No 17), nos-Terminationssequenz als Hind3 Fra- 
10 gement isoliert und in den Vektor pSUN2-LeB4-NtGGPPOR(nuc. 1-1323) 
eingeftlgt, nachdem dieser ebenfalls mit Hind3 geschnitten wurde. 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT, Abbildung7) wird zur 
Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwendet. 
15 Fragment A (2764 Bp) in Abbildung 7 beinhaltet den Promotor des 
IreguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (1509Bp) kodiert fttr 
das Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduktase-Gen aus Nicotiana 
tabacum und Fragment C kodiert (272Bp) fttr das Terminationssignal 
des Nopal in-Synthas e-Gens . 

20 

Beispiel 20 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Hydroxyphenylpy- 
ruvate-di oxygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines 
samenspezifischen Promotors. 

25 

Zur Herstellung von chim^ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Hydroxyphenylpyruvate-dio- 
xygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors exprimieren, wird der Vektor pSUN2 (WO 
30 02/00900) verwendet. 

Dieser Vektor wird so ver§ndert, dass er den samenspezifichen 
Promotor des Vicia faba *Unknown-Seed-Protein-Gens" (USPP) (B&um- 
lein et al. , 1988) und das Terminationssignal-1 des Octopin-Syn- 
35 thase-Gens aus A. tumefaciens (Depicker et al., 1982)enth&lt. 

Das DNA Fragment kodierend fttr das Hydroxyphenylpyruvate-dioxyge- 
nase aus Arabidopsis thaliana wird aus dem Plasmid pGEMPe / A t HPPD 

4 

als BamHl/Sall Fragment isoliert und nachdem das BamHl Ende und 
40 Sail Ende mit dem Klehow Enzym aufgefttllt werden, in den mit dem 
Restriktionsenzym Smal parcial verdauten Vektor pSUN2-USPP-ocsT 
kloniert (Grosse des linearisierten Vektors 869lBp) . 

Diesep Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT, Abbildung 8) wird zur Er- 
45 zeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwendet. 
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Fragment A (678 Bp) in Abbildung 8 beinhaltet den Promotor des 
w Unknow-Seed-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1338 Bp) 
kodiert fttr das Hydroxyphenylpyruvate-Dioxygenase-Gen aus Arabi- 
dopsis thaliana und Fragment C (713Bp) kodiert ftir das Terminati- 
5 onssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. 

* * 

Beispiel 21 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Egression der Homogentisin- 
saure-Phytyltransf erase . aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle 
10 eines samenspezifischen Promotors. 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Homogen t i s ins Slur e - Phyt y 1 - 
transferase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samen- 
15 spezifischen Promotors exprimieren, wird der Vektor pSUN2 (Wo 
02/00900) verwendet. 

Dieser Vektor wird so ver&ndert, dass er den samenspezif ichen 
Promotor des Vicia faba u Unknown-Seed-Protein-Gens * (USPP) (B^um- 
20 lein et al., 1991) und das Terminationssignal-1 des Nopalin-Syn- 

4 

thase-Gens aus A. tvmefaclens (Depicker et al. , 1982) enthait . 

Das DNA Fragment kodierend ftir das HomogentisinsMure Phytyltrans- 
f erase aus Arabidopsis thaliana wird aus dem Plasmid pGEMTe / AtHPT 
25 als BamHl Fragment isoliert, die BamHl Ende werden mit dem Klenow 
Enzym aufgeftillt und in den Smal parcial verdauten pSUN2-USPP- 
ocsT kloniert (Grdsse des linearisierten Vektors 88691Bp) . 

i * 

* ■* ' + 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT, Abbildung 9) wird zur Er- 
30 zeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwendet. 

Fragment A ( 678 Bp) in Abbildung 9 beinhaltet den Promotor des 
*Unknow-Seed-Protein-Gens* aus Vicia faba, Fragment B (1182 Bp) 
kodiert fiir das Homogentisinsaure-Phytyltransf erase-Gen aus Ara- 
33 hidopsis thaliana und Fragment C (713Bp) kodiert ftir das Termina- 
tionssignal-1 des Octopin-Synthase Gens.- 

Beispiel 22 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der 2-Me- 
40 thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase aus Syneqhocystis sp. 
PCC6803 unter. Kontrolle eines samenspezifischen Promotors. . 

Zur Herstellung von chimMren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die 2-Methyl-6-Phytylhydrochi- 
45 nol Methyl transf eras aus Synechocystis sp. PCC6803 unter Kon- 
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trolle eines samenspezifischen Promotors exprimieren, wird der 
Vektor pSUN2 (WO 02/00900) verwendet. 

Dieser Vektor wird so verandert,. dass er den samenspezif ichen 
5 Promoter des LeguminB4-Gens (Kafatos et al., 1986), die Sequenz 
kodierend ftir das Transitpeptid der A. thaliana plastiden-spezifi- 
schen Isopentenyl-pyrophosphat Isomerase-2 (IPP-2) und das Ter- 
minations signal des Nopalin-Synthase-Gens aus A. tvmefaciens (De- 
picker et al., 1982)) enthait. 

10 

Das DNA Fragment kodierend ftir das 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochlnon-Methyl transferase aus Synechocystis sp. 
PCC6803 wird aus dem Plasmid pGEMTe/SynM?! als BamHl Fragment 
isoliert, die BamHl Ende werden mit dem Klenow Enzym aufgefiillt 
IS und in den Sail verdauten pSUN2-I*eb4P-IPP-nosT kloniert, dessen 
Sail Enden ebenfalls mit dem Klenow Enzym aufgefCLllt werden. Da- 
durch wird eine Translationsfusioh mit dem Transitpetid der IPP-2 
erzeugt und soiait ein Import der 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase in den Chloroplasten 
20 gewahrleistet . 

Dieses Plasmid (pSUN2LeB4-IPP-SynMTl-nosT, Abbildung 10) wird zur 
Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwendet. 

25 Fragment A (2764 Bp) in Abbildung 10 beinhaltet den Promotor des 
• LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert fOr das 
Transitpeptid der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-lsome- 
rase-2. Fragment C (957 Bp) kodiert fttr das 2-Methyl-6-Phytylhy- 
drochinol Methyltransf erase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803 und 

30 Fragment D (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopa- 
lin-Synthase-Gens . 

Beispiel 23 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der 2, 3 -Dime - 
35 thyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 
unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors. 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die 2,3-Dimethyl~5-Phytylpla- 
40 stochinol-Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 unter Kontrolle ^ 
eines samenspezifischen Promotors exprimieren, wird der Vektor 
pSUN2 (Wo 02/00900) verwendet. 

Dieser Vektor wird so verandert, dass er den samenspezif ichen 
45 Promotor des Legumin-B4-Gens (Kafatos et al., 1986), die Sequenz 
kodierend fur das Transitpeptid der A.thaliana plastiden-spezif i- 
schen Isopentenyl-pyrophosphat Isomerase-2 (IPP-2) und das Ter- 
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minat ions signal des Nopalin-Synthase Gens aus A . tumefaciens (De- 
picker et al., 1982) ent3aS.lt . 

Das DNA Fragment kodierend fur das 2,3-Dimethyl-5-Phytylplasto- 
5 chinol-Zyklase aus Synechocys t is sp. PCC6803 wird axis dem piasmid 
pGEMTe/SynCyc als BamHl Fragment isoliert, die BamHl Ende werden 
mit dem Klenow Enzym aufgefiillt und in den Sail verdauten 
pSUN2-Leb4P-IPP-nosT kloniert, dessen Sail Enden ebenfalls mit 
dem Klenow Enzym aufgefiillt werden. Dadurch wird eine Translati- 

10 onsfusion mit dem Transitpetid der IPP-2 erzeugt und somit ein 
Import der 2,3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase in den Chlo- 
roplasten gew&hrleistet . Dieses Piasmid (pSUN2-LeB4P-IFP-SynCyc- 
nosT, Abbildung 11) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus 
Pflanzen verwendet. 

15 Fragment A (2764 Bp) in Abbildung 11 beinhaltet den Promotor des 
LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert fttr das 
Trans itpept id der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat^Isome- 
rase-2. Fragment C (1100 Bp) kodiert fiir das 2,3-Dimethyl-5-Phy- 
tylplastochinol Zyklase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. und 

20 Fragment D (272Bp) kodiert fiir das Terminations signal des Nopa- 
lin-Synthase-Gens . 

Beispiel 24 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der y-Tocopherbl-Me- 
25 tbyltransf erase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines 
samenspezifischen Promotors. 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die y-Tocopherol-Methyltrans- 
30 f erase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezi- 
fischen Promotors exprimieren, wurde der Vektor pSUN2 (WO 
02/00900) .verwendet, 

* 

Zuerst wurde der Vektor pucl9 (New England Biolabs) so ver&adert, 
35 dass er den samenspezif ichen Promotor des Sucrose-Binding-Pro- 
tein-Gens (SBP-P) (DE 19852195 C2) und die 35s-Terminationsse- 
quenz des Blumenkohlmosaikvirus (FRANCK, A. , GUILLEY, H., JONARD, 
G. , RICHARDS , K. , HIRTH, L.. Nucleotide sequence of cauliflower 
mosaik virus DNA. Cell 21: 285-294. (1980)) enthait. Der resul- 
40 tierende Vektor heifit pucl9-SBPP-35ST. 

Das DNA Fragment kodierend fiir das y-Tocopherol-Methyl transferase 
Gen aus Arabidopsis thaliana wurde als BamHl/ Sail Fragment in 
pucl9-SBPP-Atymr-35ST kloniert, nachdem dieser mit dem Restrikti 

* 

45 onsenzym BamHl /Sail verdaut wurde. 
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Mittels PCR wurde die Expressionkassette bestehend aus: SBP- Pro- 
mo tor, y-Tocopher ol-Methyl trans ferase-Gen aus . Arabidopsis t hall ana 
und 35sT Terminationssequenz, unter Verwendung eines sense spezi- 
fischen Primers (SBPP-Xbal 5' : SEQ. ID. No. 50) und eines anti- 
5 sense spezifischen Primers (35ST-XbaI 3': SEQ. ID. No.. 51), am- 
plifiziert und in den Vektor . pCR4topoblunt (Invitrogene) klo- 



Die PCR Bedingungen waren die folgenden: 
10 Die PCR erfolgte in einem 50(11 Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 

* 

1\J0L einer pucl9-SBPP-AtyrMT-35ST Plasmid-DNA 
0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

15 - 1,5 mM Mg(OAc) 2 

- 5[ig Rinderserum-Albximin 

- 40pmol SBPP-Xbal 5 'Primer 
40pmol 35ST-XbaI 3 'Primer 

5jil 10x Pful DNA Polymerase Puffer (Stratagene) 
5U Pful DNA Polymerase (Stratagene) 

20 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgef lihrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94 C C 
Schritt 3: 1 Minute 55°C (Annealing) 
25 Schritt 4: 10 Minuten 68°C (Elongation) 
30 Wiederholuhgen der Schritte 2-4 
Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

Das DNA Fragment bestehend aus SBP-Pr omotor , y-Tocopherol-Methyl- 
30 trans f eras e-Gen aus Arabidopsis thaliana und 35ST Terminationsse- 
quenz wurde aus dem Plasmid pCR4TOPOblunt/SBPP-yiMD-35ST als Xbal 
Fragment isoliert und in den Vektor pSUN2 kloniert, nachdem die- 
ser mit dem Restriktionsenzym Xbal verdaut wurde. 



35 



Dieses Plasmid ( pSUN2 -SBPP-yTMT-3 5 ST , Abbildung 12) w; 
zeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwendet. 



Fragment A (1788Bp) in Abbildung 12 beinhaltet den Promotor des 
SBP-Gens aus Vicia faba, Fragment B (1047Bp) kodiert f tir das y-To- 
40 copherol-Methyltransferase-Gen aus Arabidopsis thaliana und Frag- 
ment C (29lBp) kodiert fiir den 35s-Terminator des Blumenkohl -mo - 
saikvirus . 

Beispiel 25 

45 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression des Tyros in- Amino - 
transferase Gens aus Rattus norvegicus unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors, in Kombinatibn mit der . samenspezif i- 
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sc hen Unterdrtickung der 
Gens aus Brass ica napus 



Expression des Homogentisat-Dioxygenase 



Zur Herstellung von chimaren DNA Rons truk ten zur Erzeugung trans - 
5 gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf erase 
aus Rattus norvegicus unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren und gleichzeitig die samenspezif ische Un- 
terdrtickung der Expression des. Homogentisat^-Dioxygenase-Gens aus 
Brassica napus vermitteln, wurde der Vektor pSUN2-Pvic- 
10 BnHGD*-STLSl-<xBnHGD*-ocsT und der Vektor pSUN2USPP-rbcS-RnTATase- 
nosT, verwendet. 

Aus dem Vektor pSUN2USPP-rbcS-RnTATase-nosT , wurde mittels PCR 
die Expressionkassette bestehend aus: USP-Promotbr , rbcS Transit- 
15 peptid, Tyros in-Amino trans f erase-Gen 'aus J?attus norvegicus und 
nos-Terminationssequenz, unter Verwendung eines sense spezifi- 
schen Primers (USPP-SRFl 5': SEQ. ID. No. 52) und eines antisense 
spezifischen Primers (nosT-Srfl 3': SEQ. ID. No. 53), amplifi- 
ziert und in den Vektor pCR4topoblunt (Invitrogene) kloniert. 

20 

Die PCR Bedingungen war en die folgendenz 

Die PCR erfolgte in einem 50jtl Reaktionsansatz in dem enthalten 
wax: 



25 - 



30 - 



ljll des pSUN2-USPP-rbcS-RnTATase-nosT Plasmid-DNA 
0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

1,5 mM Mg(OAc) 2 
5 fig Rinderserum-Albumin 
40pmol USPP-Srfl 5'' Primer 
40pmol nosT-Srfl 3 'Primer 

5jil lOx Pful Turbo DNA Polymerase Puffer (Stratagene) 
5U Pful Turbo DNA Polymerase (Stratagene) 



35 



Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgeftihrt 



Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 

Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 

Schritt 3: 1 Minute 55°C (Annealing) 

Schritt 4: 8 Minuten 68°C (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 

40 

Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 



45 



Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor , rbcS 
Tyrosin-Amlnotransferase-Gen aus Rattus norvegicxis und nos Ter- 
minationssequenz wurde aus dem Plasmid pCR4T0P0blunt/USPP-rbcS- 
RnATase-nosT als Srfl Fragment isoliert und in den 
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* * 

pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT kloniert, nachdem dieser mit 
dem Restriktionsenzym EcoRS verdant wurde. 

Dieses Plasmid (pSUN2-Pvlc-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT-USPP-rbcS- . 
5 RnATase-nosT, Abbildung 13) wird zur Erzeugung transgener Bras- 
sica napus Pflan2en verwendet. 

Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 13 beinhaltet den Promotor des 
Vicilin-Gens ana Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert ftLr ein- 

10 en Fragment des Homogentisins&ure-Dioxygenase-Gen aus Brassica 
napus und Fragment C (198Bp) kodiert fdr das 2 Intron (IV2) des 
ST-LS1 Gens aus Solanum tuberosum. Fragment D ist identiscb mit 
■ Fragment B jedoch im Vektor gegenlSufig zu B orientiert. Fragment 
E (208Bp) kodiert fOr das Terminationssignal-2 des Octopin Gens. 

15 Fragment F ( 678 Bp) beinhaltet den Promotor des n Unknow-Seed- 
' Protein-Gens" a*us Vicia faba, Fragment G (235Bp) kodiert fttr das 
Transitpeptid der Ribulose-Bispbosphat-Carboxylase (rbcS) aus Vi- 
cia faba.. Fragment H (1365 Bp) kodiert ftir das Tyros in-Amino - 
transferase-Gen aus Rattus norvegicus und Fragment I (272Bp) ko- 

20 diert ftir das Terminationssignal des Nopalin-Synthese-Gens aus 
Agrobakterium tumi faciens . 

Beispiel 26 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in-amino - 
25 transferase-1 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promoters und zur samenspezif iscben Unterdrackung 
der Expression des HomogentisinseLure-Dioxygenase-Gens aus Bras- 
sica napus 

30 Zur Herstellung von chimgren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzeh, die die Tyrpsin-aminotransf erase- 1 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifiscben 
Promo tors exprimieren, und die Expression der endogenen Homogen- 
tisins&ure-Dioxygenase-Gens aus Brassica napus samenspezif iscb 

35 unterdrticken, wurden die Vektoren pSUN2-USPP-AtTATasel-nosT und 
der Vektor pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT miteinander kombi 
niert. 

* 4 

Das DNA Fragment kodierend ftlr die Expressionskassette bestehend 
40 aus: USP-Promotor , Tyrosin-Aminotransf erase- 1 Gen aus Arabidopsis 
thaliana und no s -Terminator wurde aus dem Plasmid p SUN2 -US P P- A t - 
TATasel-nosT als EcoRl/Smal Fragment isoliert, das EcoRl Ende 
wurde mit dem Klenow Enzym aufgeftillt und in den mit EcoR5 ver- 
dauten pSUNPvic-*BnHGD-STLSl : -a*BnHGD-ocsT kloniert.. 

45 
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Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic-*BnHGD--STLSl-a*BnHGD-ocsT/USPP-AtTA- 
Tasel-nosT Abbildung 14) wird zur Erzeugung transgener Brassica 
napus Pf lanzen verwendet. 

5 Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 14 beinhaltet den Promotor des 
. Vicilin-Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert fdr ein- 
en Fragment des Homogentisins&ure-Dioxygenase-Gen aus Bras sic a 
napus. Fragment C (190Bp) kodiert ftir das 2 Intron (IV2) des ST- 
LS1 Gens aus Solarium tuberosum* Fragment D ist identisch mit . 
10 Fragment B jedoch im Vektor gegenlSufig zu B orientiert. Fragment 
E (208Bp) kodiert fdr das TerminationssignaI-2 des Octopin-Gens. 
Fragment 

Fragment F ( 678Bp) beinhaltet den Promotor des Unknow-Seed-Pro- 
tein-Gens (USPP)aus Vicia faba, Fragment G (1269Bp) kodiert f*ir 
15 das Tyrosin-Aminotransferase-Gen 1 aus Arabidopsis thaliana und 
Fragment H (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopa- 
lin-Synthase Gens - 

Beispiel 27 

20 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in- 

aminotransferase-3 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines 
samenspezifischen Promotors und zur samenspezif ischen Unterdrdk- 
kung der Expression des Homogentisinsaure Dioxygenase Gens aus 
Brassica napus 

25 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransf erase-3 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die Expression der endogenen Homogen- 
30 tisins&ure-Dioxygenase-Gens aus Brassica napus samenspezif isch 
unterdrttcken, wurden die Vektoren pSUN2-USPP-AtTATase3-nosT und 
der Vektor pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT miteinander kom- 
biniert. 

35 Das DNA Fragment kodierend f tir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor , Tyrosin-Aminotransferase-3-Gen axis Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem aus dem Plasmid 
pSUN2-USPP-AtTATasel-nosT als EcoRl/Smal Fragment isoliert, das 
EcoRl wird mit dem Klenow Enzym auf gefiillt und in den mit EcoR5 

40 verdauten pSUN2-Pvic-*BnHGD-STIiSl-a*BnHGD-ocsT kloniert. 

• 

Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT/USPP-AtTA- 
Tase3-nosT Abbildung 15) wird zur Erzeugung transgener Brassica 
napus Pflanzen verwendet. 

45 
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Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 15 beinhaltet den Promo tor des 
Vicilin-Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert ftir ein- 
en Fragment des Homogentisinsaure-Dioxygenase-Gen aus Brassica 
napus. Fragment C (190Bp) kodiert fCLr das 2 Intron (IV2) des ST- 
5 LSI Gens aus Solanum tuberosum. Fragment D ist identisch mit 

Fragment B jedoch im Vektor gegenl&ufig zu B orientiert. Fragment 
E (208Bp) kodiert fttr das Term i na t ionss ignal-2 des Octopin Gens. 
Fragment F (678Bp) beinhaltet den Promotor des *Unknow-Seed-Pro- 
tein-Gens* (USPP) aus Vicia faba, Fragment G (1334Bp) kodiert fttr 
10 das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 3 aus Arabidopsis thai i ana und 
Fragment H (272Bp) kodiert fiir das Terminationssignal des Nopa- . 
lin-Synthase Gens. 

Bei spiel 28 

15 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in- Amino- 
transferase^ aus Arabidopsis tha liana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors und zur samenspezifischen Uriterdriickung 
der Expression des HomogentisinsMure-Dioxygenase-Gens aus Bras- 
sica napus 

20 

Zur Herstellung von chiinaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener* Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransf erase-5 
aus Arabidopsis thai i ana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die Expression der endogenen Homo gen - 
25 tisins&ure-Dioxygenase-Gens aus Brassica napus samenspezif isch 
unterdriicken, warden die Vektoren pSUN2-USPP-AtTATase5-nosT und 
der Vektor pSUN2 -Pvi c - * BnHGD-STLS 1 -a* BnHGD-o c sT miteinander kom- 
biniert . 

30 Das DNA Fragment kodierend f tir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Fromotor, Tyrosin-Aminotransf erase-5-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem aus dem Plasmid 
pSUN2-USPP-AtTATase5-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das 
EcoRl Ende mit dem Klenow Enzym aufgeftLllt und in den mit EcoRS 

35 verdauten pSUNPvic-*BnHGD-STLSl-<X*BnHGD-ocsT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT/USPP-AtTA- 
Tase5-nosT Abbildung 16) wird zur Erzeugung transgener Brassica 
napus Pflanzen verwendet. 

40 

Fragment A (2559. Bp) in Abbildung 16 beinhaltet den Promotor des 
Vicilin-Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert fttr ein- 
en Fragment des H omog en t i s ins &ur e -D i oxygena s e -Gen aus Brassica 
napus. Fragment C (190Bp) kodiert ftir das 2 Intron (IV2) des ST- 
45 LSI Gens aus Solanum tuberosum- Fragment D ist identisch mit 

Fragment B jedoch im Vektor gegenlMufig zu B orientiert. Fragment 
(208Bp) kodiert ftir das Terminationssignal-2 des Octopin Gens. 
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Fragment F (678Bp) beinhaltet den Promo tor des tt Unknow-Seed-Pro- 
tein-Gens" aus Vicia faba, Fragment G (1389Bp) kodiert fOr das 

i 

Tyrosin-Aminotransferase-Gen 5 aus Arabidopsis thai i ana und Frag- 
ment H (272Bp) kodiert fttr das Terminationssignal des Nopalin- 
5 Synthase Gens. 

Beispiel 29 

Erzeugung von DNA Rons truk ten zur Expression der Tyrosin- 
Aminotransferase-6 axis Arabidopsis thaliana unter Kontrblle elhes 
10 samenspezifischen Promotors und zur samenspezif ischen Unter drtik- 
kung der Expression des HomogentisinsMure-Dioxygenase-Gens aus 
Brass ica napus 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
15 gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-6 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die Expression der endogenen Homogen- 
tisins&ure-Dioxygenase-Gens aus Brassica napus samenspezif isch 
unterdriicken, wurden die Vektoren pSUN2-USPP-AtTATase6-nosT und 
20 der Vektor pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT miteinander kom- 
biniert. 

Das DNA Fragment kodierend fiir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyros in-Amino trans f era s e- 6 -Gen aus Arabidopsis 
25 thaliana und nos-Terminator wird aus dem aus dem Plasmid * 

pSUN2-USPP-AtTATase6-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das 
EcoRl Ende mit dem Klenow Enzym aufgefiillt und in den mit EcoRS 
verdauten pSUNPvic-*BnHGD-STLSl-CX*BnHGD-ocsT kloniert. 

30 Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic«*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT/USPP-AtTA- 
Tase6-nosT Abbildung 17) wird zur Erzeugung transgener Brassica 

m 

napus Pflanzen verwendet . 

Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 17 beinhaltet den Promotor des 
35 Vicilin-Gens aus Vicia faba,. Fragment B (580 Bp) kodiert ftlr ein- 
en Fragment des Homogentisins&ure-Dioxygenase-Gen aus Brassica • 
napus. Fragment C (190Bp) kodiert fttr das 2 Intron (IV2) des ST- 
LS1 Gens aus Solanum tuberosum. Fragment D ist identisch mit 
Fragment B jedoch im Vektor gegenlaufig zu B orientiert. Fragment 
40 E (208Bp) kodiert ftir das Terminationssignal-2 des Octopin Gens. 
Fragment F ( 678Bp) beinhaltet den Promotor des *Unknow-Seed-Pro- 
tein-Gens" aus Vicia faJba, Fragment G (1243 Bp) kodiert fttr das 
Tyrosin-Aminotransferase-Gen 6 aus Arabidopsis thaliana und Frag- 
ment H (272Bp) kodiert fiir das Terminationssignal des Nopalin- 
45 Synthase-Gens . 

Beispiel 30 
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Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in Amino- 
transferase aus Rattus norvegicus unter Kontrolle eines samenspe- 
zif ischen Promotors und der Geranylgeranylpyrophosphat-Oxidore- 
ductase aus Nicotiana taJbacum unter Kontrolle eines samenspezifi- 
5 scheri Promotors 

Zur Hers tellung von chimclren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica zxapus Pflanzen, die die Tyro s in-Amino trans f eras e 
aus Rattus norvegicus unter Kontrolle eines samenspezifischeil 
10 Promotors exprimieren, und die Geranylgeranylpyrophosphate-Oxido- 
reductase aus Nicotiana taJbacum samenspezif ischen expremieren, 
werden die Vektoren pSUN2-I*EB4-NtGGPP0R-nosT und pCR4topoblunt- 
USPP-rbcS-RnTATasel-nosT miteinander kombiniert. 

■ ^ * 

IS Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor, Tyrosin-Amino trans- 
ferase aus Rattus norvegicus und nos-Terminationssequenz wird aus 
dem Plasmid pCR4TOPOblunt/USPP-rbcS-RnTATasel-nosT als Srfl Frag- 
ment isoliert und in den mit Xhol verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT kloniert, dessen Xhol Enden zuvor mit 

20 dem Klenow Enzym gegl&ttet werden. 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-NtGGPP0RnosT/USPP-rbcS-RnTATasel-nosT 
Abbildung 18) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pf lan- 
zen verwendet. 

25 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 18 beinhaltet den Promotor des 
Uhknow-Seed-Protein-Gens (USPP) aus Vicia faba, Fragment B 
(235Bp) kodiert fOr das Transitpeptid der Ribulose-Bisphosphat- 
Carboxylase (rbcS) axis Vicia faba. Fragment C ( 13 65Bp) kodiert 
30 ftir das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen aus Rattus norvegicus. Frag- 
ment D (272Bp) kodiert fiir das Terminationssignal des Nopalin- 
Synthase Gens aus A. tumefaciens. 

Fragment E (2764BpJ beinhaltet den Promotor des Legumi n B4-Gens 
. aus Vicia faba, Fragment F (1509Bp) kodiert ftir das Geranylgera- 
35 nylpyrophosphate-Oxidoreduktase-Gen aus Nicotiana tabacum Frag- 
ment G (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopalin- 
Synthas e-Gens . , 

* 

Beispiel 31 

40 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 1 aus Arabidopsis tha liana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors und der Geranylgeranylpyrophosphate- . 
Oxidoreductase aus Nicotiana tabactun unter Kontrolle eines samen- 
spezifischen Promotors 

45 
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Zur Hers te Hung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf eras e-1 
aus Arabidopsis thai i ana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die Geranylgeranylpyrophosphate-Oxido- 
5 reductase aus Nicotiana tabacum samenspezif ischen expremieren, 
werden die Vektoreh pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT und pSUN2-USPP-AtTA- 
Tasel-nosT miteinander kombiniert. 

* * * a 

* * 

Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
10 aus: USP-Promotor, Tyros in-Aminotransf erase-l-Gen aus Arabidopsis 
thaliaxia und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSDN2-USPP-AtTA- 
Tasel-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym aufgeftillt und in den mit Xhol verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT kloniert, dessen Xhol Enden zuvor mit 
15 dem Klenow Enzym gegiattet werden. 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-NtGGPP0R-nosT/USPP-AtTATasel-nosT Ab- 
bildung 19) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
verwendet 

20 Fragment A (678Bp) in Abbildung 19 beinhaltet den Promotor des 
Unknow-Seed-Protein-Gens (USPP) aus Vicia faba, Fragment B 
(1269Bp) kodiert ftir das Tyrosin-Aminotransferase-Gen 1 aus Ara- 
bidopsis thalianaund Fragment C (272Bp) kodiert ftir das Termina-. 
tionssignal des Nopalin-Synthase Gens. Fragment D (2764Bp) bein- 

25 haltet den Promotor des LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment E 
(1509Bp) kodiert fiir das Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduk- 
tase-Gen aus Nicotiana tabacum. Fragment F (272Bp) kodiert ftir 
das Terminationssignal des Nopalin-Synthase-Gens . 

30 Beispiel 32 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 3 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors mid der Geranylgeranylpyrophosphate- 
Oxidoreductase aus Nicotiana tabacum unter Kontrolle eines samen- 
35 spezif ischen Promotors 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-3 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
40 Promotors exprimieren, und die Geranylgeranylpyrophosphate-Oxido- 
reductase aus Nicotiana tabacum samenspezifischen expremieren, 
werden die Vektoren pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT und pSUN2-USPP-AtTA- 

■ 

Tase3-nosT miteinander kombiniert. 

45 Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransferase-3-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP~AtTA- 
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Tase3-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl wird mit 
dem Klenow Enzym aufgefdllt und in den mit Xhol verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT kloniert, dessen Xhol Enden zuvor mit 
dem Klenow Enzym gegl&ttet werden. 

5 

Dieses Plasmid {pSUN2-LeB4^NtGGPPORnosT/USPP-AtTATase3-nosT Ab- 

* 

bildung 20) wird zur Erzeugung transgener Brassica napas Pflanzen 
verwendet. 

10 Fragment A (678Bp)in Abbildung 20 beinhaltet den Promotor des 
*Unknow-Seed- Protein-Gens ° (USPP) aus Vicia faba t Fragment B 
(1334Bp) kodiert fdr das Tyros in- Amino trans f er as e -Gen 3 aus Ara- 
bldopsis thalianaund. Fragment C (272Bp) kodiert fttr das Termina- 
tionssignal des Nopalin- Synthase Gens. Fragment D (2764Bp) bein- 

1S haltet den Promotor des LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment E 
(1509Bp) kodiert ftlr das Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduk- 
tase-Gen aus Nicotiana tabacum. Fragment F (272Bp) kodiert ftir 
das Terminations signal des Nopalin-Synthase-Gens. 

20 Beispiel 33 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino - 
' transferase 5 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors und . der Geranylgeranylpyrophosphate- 
Oxidoreductase aus Nicotiana tabacum unter Kontrolle eines samen- 
25 spezifischen Promotors 

* * 

Zur Hers tellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransf erase-5 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
30 Promotors exprimieren, und die Geranylgeranylpyrophosphate-Oxido- 
reductase aus Nicotiana tabacum samenspezif ischen expremieren, 
werden die Vektoren pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT und pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase5-nosT miteinander kombiniert. 

35 Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransf erase-5-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase5-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym aufgefttllt und in den mit Xhol verdauten Vektor 

40 pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT kloniert, dessen Xhol Enden zuyor mit 
dem Klenow Enzym gegl&ttet werden. 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-NtGGPPORnosT/USPP-AtTATase5-nosT Ab- 
bildung 21) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
45 verwendet 
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* 

Fragment A ( 678Bp) in Abbildung 21 beinhaltet den Promotor des 
tt Unknow-Seed- Protein-Gens* aus Vicia faba, Fragment B (1389Bp) 
kodiert ftir das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 5 aus Arabidopsis 
thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert ftir das Tenoinationssi- 
5 gnal des Nopalin-Synthase Gens. Fragment D (2764Bp) beinhaltet 
den Promotor des LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment E 
(1509Bp) kodiert ftir das Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidqreduk- 
tase-Gen aus Nicotiana tabacum. Fragment F (272Bp) kodiert ftir das 
Terminationssignal des Nopalin-Synthase-Gens 

10 

Beispiel 34 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyro sin Amino- 
transferase 6 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Prombtors und der Geranylgeranylpyrophosphate- 
15 Oxidoreductase aus Nicotiana tabacum unter Kontrolle eines sameri- 
spezifischen Promotors 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransf erase-6 
20 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, und die Geranylgeranylpyrophosphate-Oxido- 
reductase aus Nicotiana tabacum samenspezif ischen expremieren, 
werden die Vektoren pSUN2-LeB4-NtGGPP0R-nosT und pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase6-nosT miteinander kombiniert. 

25 

Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransf erase-6-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase6-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende wird 
30 mit dem Klenow Enzym aufgeftlllt und in den mit Xhol verdauten 

Vektor pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT kloniert, dessen Xhol Enden zuvor 
mit dem Klenow Enzym geglattet werden. 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-NtGGPPORnosT/USPP-AtTATase6-nosT Ab- 
35 bildung 22) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
. verwendet. 

Fragment A ( 678Bp) in Abbildung 22 beinhaltet den Promotor des 
n Unknow-Seed-Protein-Gens* aus Vicia faba, Fragment B (1243 Bp) 
40 kodiert ftir das Tyros in-Aminotransf erase-Gen 6 aus AraJbidopsifi 
thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert ftir das Terminationssi- 
gnal des Nopalin-Synthase-Gens . Fragment D (2764Bp) beinhaltet 
den Promotor des LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment E 
(1509Bp) kodiert fiir das Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduk- 
45 tase-Gen aus Nicotiana tabacum. Fragments (272Bp) kodiert ftir 
das Terminationssignal des Nopalin-Synthase-Gens 
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Be i spiel 35 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase aus Rat t us norvegicus unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors und Hydr oxypheny lpyruvat -Dioxygenas e aus Ara- 
5 bidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen Promo- 
tors 

Zur Her st el lung von chimcLren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brass ica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf erase 
10 aus Rattus norvegicus unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die Hydr oxypheny 1 pyru va t-Di oxyg enas e 
aus Arabidopsis thaliana samenspezifischen expremieren, werden 
die Vektoren pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT und pCR4topoblunt-USPP-rbcS- 
RnTATasel-nosT miteinander kombiniert. 

15 

Das DNA Fragment bestehend aus USP- Promotor, Tyr os in-Amino trans - 
ferase aus .Rattus norvegicus und nos-Terminationssequenz wird aus 
dem Plasmid pCR4TOPOblunt/USPP-rbcS-RnTATasel-nosT als Srfl Frag- 
ment isoliert- und in den mit Srfl verdauten Vektor pSUN2-USPP- 
20 AtHPPD-ocsT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT/USPP-rbcS-RnTATasel-nosT 
Abbildung 23) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pf lan- 
zen verwendet. 

25 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 23 beinhaltet den Promotor des 
Unknow-Seed-Protein-Gens (USPP) aus Vicia faba, Fragment B 
(235Bp) kodiert ftir das Transitpeptid der Ribulose-Bisphosphat- 
Carboxylase (rbcS) aus Vicia faba. Fragment C (1365Bp) kodiert 
30 f tir das Tyrosin-Aminotransferase-Gen aus Rattus norvegicus. Frag- 
ment D (272Bp) kodiert ftlr das Terminationssignal des Nopalin- 
Synthase Gens aus A; tumefaciens. 

Fragment E (678Bp) beinhaltet den Promotor des *Unknow-Seed-Pro- 
tein-Gens* aus Vicia faba, Fragment F (1338Bp) kodiert fttr das 

35 Hydroxyphenylpyruvate-Dioxygenase-Gen aus Arabidopsis thaliana. 

. Fragment G (713Bp) kodiert ftir das Terminationssignal-1 des Octo- 
pin-Synthase Gens. 

* 

Beispiel 36 

40 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 1 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
.menspezif ischen Promotors und der Hydroxyphenylpyruvat-Dioxyge- 
nase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifi- 
schen Promotors 

45 
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Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf erase-1 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, und Hydroxyphenylpyruvat-Dio3Q' r genase aus 
5 Arabidopsis thaliana samenspezif ischen expr emieren , werden die 
Vektoren pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT und pSUN2-USPP-AtTATasel-nosT 
miteinander kombiniert. 

* 

Das DNA Fragment kodierend fiir die Expressions kassette bestehend 
10 aus: USP-Promotor, Tyros in-Aminotransf erase-l-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tasel-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym aufgeftillt und in den mit Srfl verdauten Vektor 
pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT kloniert. 

15 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT /USPP-AtTATasel-nosT Ab- 
bildung 24) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
verwendet 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 24 beinhaltet den Promotor des 
20 Unknow-Seed-Protein-Gens (USPP)aus Vicia faba, Fragment B 

(1269Bp) kodiert fvir das Tyro sin-Amino trans f erase-Gen 1 aus Ara- 
bidopsis thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert ftir das Termina- 
tionssignal des Nopalin-Synthase Gens. Fragment D (678Bp) bein- 
haltet den Promotor des "Unknow-Seed-Protein-Gens * aus Vicia 
25 faba, Fragment E (1338Bp) kodiert f\ir das Hydroxyphenylpyruvate- 
Dioxygenase-Gen aus Arabidopsis thaliana. Fragment F (713Bp) ko- ■ 
diert ftir das. Terminationssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. 

• Beispiel 37 

30 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 3 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors und der Hydroxyphenylpyruvat-Dioxyge- 
nase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa m enspezif i- 
schen Promotors 

35 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyro sin-Amino transferase- 3 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, und die Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase 
40 aus Arabidopsis thaliana samenspezif ischen expremieren, werden 
die Vektoren pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT und pSUN2-USPP-AtTATase3-nosT 
miteinander kombiniert* 

Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
45 aus: USP-Promotor , Tyros in-Aminotransf erase- 3 -Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2 -USPP-AtTA- 
Tase3-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende wird 
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mit dem Klenpw Enzym aufgeftillt und in den mit Srf 1 verdauten 
Vektor pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT /USPP-AtTATase3-nosT Ab- 
5 bildung 25) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
verwendet. 

Fragment A (678Bp) IN Abbildung 25 beinhaltet den Promotor des 
"Unknow-Seed- Protein-Gens* (USPP) aus Vicia faba, Fragment B 
10 (1334Bp) kodiert ftir das Tyirosin-Aminotransferase-Gen 3 aus Ara- 
bidopsis thai i ana. und Fragment C (272Bp) kodiert ftir das Termina- 
. tionssignal. des Nopalin-Synthase Gens. Fragment D (678Bp) bein- 
haltet den Promotor des ?Unknow-Seed-Protein-Gens* aus Vicia 

* 

faba, Fragment E (1338Bp) kodiert ftlr das Hydr oxypheny lpyruva t e - 
15 Dioxygenase-Gen aus Arabidopsis thaliana. Fragment F (713Bp) ko- 
diert fCLr das Terminationssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. 
Beispiel 38 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 5 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eihes sa- 
20 menspezifischen Promotors und der Hydroxyphenylpyruvat-Dioxyge- 
nase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines s a men spe z i f i - 
schen Promotors 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
25 gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransf erase-5 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, und die Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase 
aus Arabidopsis thaliana samenspezif ischen expremieren, werden 
die Vektoren pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT und pSUN2-USPP-AtTATase5-nosT 
30 miteinander kombiniert. 

Das DNA Fragment kodierend ftlr die Expressionskassette bestehend 
? aus: USP-Promotor, Tyros in-Aminotrahsf erase-5-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und no s -Terminator wird* aus dem Plasmid pSUM-USPP-AtTA- 
35 Tase5-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit. 
dem Klenow Enzym aufgefullt und in den mit Srf 1 verdauten Vektor 
pSUN2-SBPP-At7TMT-35sT kloniert. 

* 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT /USPP-AtTATase5-nosT Ab- 
40 bildung 26) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
verwendet. 

■ 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 26 beinhaltet den Promotor des 
^Unknow- Seed-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1389Bp) 
45 kodiert f\ir das Tyr osin-Amino trans f erase-Gen 5 aus Arabidopsis 
thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert ftir das Terminationssi- 
gnal des Nopalin-Synthase Gens. Fragment* D (678Bp) beinhaltet den 
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Promotor des *Unknow-Seed-Protein-Gens* aus Vicia faba, Fragment 
E (1338Bp) kodiert fdr das Hydroxyphenylpyruvate-Dioxygenase-Gen 
aus Arabidopsis thallana. Fragment F (713Bp) kodiert fto das Ter- 
minationssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. 

5 

Beispiel 39 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Egression der Tyros in Amino- 
transferase 6 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors und der Hydroxyphenylpyruvat-Dioxyge- 
10 nase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifi- 
schen Promotors 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pf lanzen, die die Tyrosin-Aminotransf erase-6 
15 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die Hydroxyphenylpyruvat-bioxygenase 
aus Arabidopsis thaliana samenspezifischen expremieren, werden 
die Vektoren pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT vuad pSUN2-USPP-AtTATase6-nosT 
miteinander kombiniert . 

20 

Das DNA Fragment kodierend fUr die Expressionskassette bestehend 
aus: USP- Promotor, Tyrosin-Aminotransf erase-6-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase6-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende wird 
25 mit dem Klenow Enzym aufgeftillt und in den mit Srf 1 verdauten 
Vektor pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT/USPP-AtTATase6-nosT Abbil- 
dung 27) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
30 . verwendet 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 27 beinhaltet den Promotor des 
tt Unknow-Seed- Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1243 Bp) 
kodiert fto das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 6 aus Arabidopsis 
35 thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert fttr das Terminationssi- 
gnal des Nopalin-Synthase-Gens . Fragment D (678Bp) beinhaltet den 
Promotor des u Unknow-Seed-Frotein-Gens" aus Vicia faba, Fragment 

■ 

• E (1338Bp) kodiert f Or das Hydroxyphenylpyruvate-Dioxygenase-Gen 
aus Arabidopsis thaliana. Fragment F <713Bp) kodiert ftir das Ter- 
40 minationssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. 

Beispiel 40 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyro sin Amino- 
transferase aus Hattus norvegicus unter Kontrolle eines samenspe- 
45 zifischen Promotors und Homogentisinsaure-Phytyltransf erase aus 
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Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen Pro- 

motors 

* 

■ 

Zur Herstellung von chim&ren UNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
5 gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf erase 
axis Rattus norvegicus- unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die HomogentisinscLure-Phytyltransfe- 
rase aus Arabidopsis thaliana samenspezifischen expremieren, 
werden die Vektoren pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT und pCR4topoblunt-USPP- 
10 rbcS-RnTATasel-nosT niiteinander kombiniert* 

Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor, Tyros in-Aniino trans- 
ferase aus -Rattus norvegiciis und nos-Terminationssequenz wird aus 
dem Plasmid pCR4TOPOblunt/USPP-rbcS-RaTATasel-nosT als Srfl Frag- 
15 raent isoliert und in den mit Srfl verdauten Vektor pSUN2-USPP- 
AtHPT-ocsT kloniert. 

* 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT/USPP-rbcS-RnTATasel-nosT 
Abbildung 28) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflan- 
20 zen verwendet. 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 28 beinhaltet den Promotor des 
tMknow-Seed-Protein-Gens (USPP) aus Vicia faba, Fragment B 
(235Bp) kodierend ftir das Transitpeptid der Ribulose-Bisphosphat- 
25 Carboxylase (rbcS) aus Vicia faba . Fragment C (1365Bp) kodiert 
fiir das Tyrosin-Aminotransferase-Gen aus Kattus norvegicus. Frag- 
ment D (272Bp) fvir das Terminationssignal des Nopalin-Synthase 
Gens aus A. tuznefaciens. 

Fragment E (678Bp) beinhaltet den Promotor des n Unknow-Seed-Pro- 
30 tein-Gens" aus Vicia faba, Fragment F (1182Bp) kodiert ftir das 
Homogentisinsaure-Phytyltransferase-Gen aus Arabidopsis thaliana. 
Fragment G (713Bp) kodiert ftir das Terminations signal-1 des Octo- 
pin-Synthase Gens . 

t 

35 Beispiel 41 

Erzeugung von DMA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 1 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- . 
menspezif ischen Promotors und der HomogentisinscLure-Phytyltraaas- 
f erase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezi- 
40 fischen Promotors 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf erase-1 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
45 Promotors exprimieren, und Homogentisinsaure-Phytyltransferase 
aus AraJbidopsis thaliana samenspezifischen expremieren, werden 
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die Vektoren pSUN2 -USPP-AtHPT-ocsT und pSUN2-USPP-AtTATasel-nosT 
miteinander kombiniert. 

Das DNA Fragment kodierend fiir die Expressionskassette bestehend 
5 aus: USP-Promotor , Tyros in-Aminotransferase-l-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tasel-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl "Ende mit 
dem Klenow Enzym aufgefilllt und in den mit Srfl verdautenVektor 
pSUN2 -USPP-AtHPT-ocsT kloniert. 

10 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT/USPP-AtTATasel-nosT Abbil- 
dung 29) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
verwendet 

15 Fragment A (678Bp) in Abbildung 29 beinhaltet den Promotor des 
Unknow-Seed- Protein-Gens (USPP) aus Vicia faba t Fragment B 
(1269Bp) kodiert fur das Tyros in-Aminotransf erase-Gen 1 aus Ara- 
bidopsis thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert fttr das Termina- 
tionssignal des Nopalin-Synthase Gens. Fragment D (678Bp) bein- 

20 haltet den Promotor des ^Unknow-Seed-Protein-Gens* aus Vicia 

faba, Fragment E (1182Bp) kodiert f tir das Homogentisins£ure--Phy- 
tyltrarisferase-Gen aus Arabidopsis thaliana. Fragment F (713Bp) 
kodiert fttr das Terminationssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. 

25 Beispiel 42 

Erzeugung von -DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 3 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors und der Homogentisinsaxire-Phytyl trans- 
ferase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezi- 
30 f ischen Promotors 

Zur HerstelXung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransferase-3 
aus Arabidopsis tiialiana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
35 Promotors exprimieren, und die Homogentisinsaure-Phytyl transfe- 
rase aus Arabidopsis thaliana samenspezifischen expremieren, 
werden die Vektoren pSUN2 -USPP-AtHPT-ocsT und pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase3-nosT miteinander kombiniert. 

40 Das DNA Fragment kodierend fttr die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransferase-3-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos -Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase3-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym aufgefttllt und in den mit Srfl verdauten Vektor 

45 pSUN2-USPF-AtHPT-ocsT kloniert. 
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* 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT /USPP-AtTATase3-nosT Abbil- 
dung 30) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
verwendet 

5 Fragment A (678Bp) in Abbildting 30 beinhaltet den Promotor des 
n Unknow-Seed-Protein-Gens 1 ' (USPP) aus Vicia faba, Fragment B 
(1334Bp) kodiert filr das Tyros in-Amino trans ferase-Gen 3 aus Ara- 
bidopsis thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert ftir das Termina- 
tionssignal des Nopalih-Synthase Gens. Fragment D (678Bp) bein- 
10 haltet den Pramotor des u Unknow-Seed-Protein-Gens ff aus Vicia 

faba, Fragment E (1182Bp) kodiert ftir das Homogentisihsaure-Phy- 
tyl trans ferase-Gen aus Arabidopsis thaliana. Fragment F (713Bp) 
kodiert fiir das Terminationssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. 

15 Beispiel 43 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 5 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors und der HomogentisinslLure-Phytyltrans- 
ferase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezi- 

* 

20 fischen Promotors 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-5 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
25 Promotors exprimieren, und die Homogent is ins aure-Phytyl transfe- 
rase aus Arabidopsis thaliana samenspezifischen expremieren, 
werden die Vektoren pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT und pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase5-nosT miteinander kombiniert. 

30 Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP- Promotor , Tyrosin-Aminotransf erase-5-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase5-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym aufgeftillt und in den mit Srf 1 verdauten Vektor 

35 pSUN2- USPP-AtHPT-ocsT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT/USPP-AtTATase5-nosT Abbil- 
dung 31) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
verwendet 

40 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 31 beinhaltet den Promotor des 
*Unknow-Seed-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1389Bp) 
kodiert ftir das Tyrosin-Amino trans ferase-Gen 5 aus Arabidopsis 
thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert fixe das Termina t ions si- 
45 gnal des Nopalin-Synthase Gens. Fragment D (678Bp) beinhaltet den 
Promotor des u Unknow-Seed- Protein-Gens ° aus Vicia faba, Fragment 
E (1182Bp) kodiert fiir das Homogentisins&ure-Phytyltransf erase- 
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Gen axis Arabidopsis thai i ana. Fragment F (713Bp) kodiert ftir das 
Terminationssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. 

Beispiel 44 

5 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 6 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors und der Homogentisinsaure-Phytyltrans- 
f erase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezi- 
fischen Promotors 

10 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die TVrosin-Aminotransferase-6 
aus AraJbidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren> und die Homogentisinsaure-Phytyltransfe- 
15 rase aus Arabidopsis thaliana samenspezif ischen expremieren, 
werden die Vektoren pSUN2-USPP-AtHPT^ocsT und pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase6-nosT miteinander kombiniert. 

Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyros in-Aminotransf erase-6-Gen aus Arabidopsis 
20 thaliana und nos -Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase6-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende wird 
mit dem Klenow Ehzym aufgeftillt und in den mit Srf 1 verdauten 
Vektor pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT kloniert. 

25 Dieses Plasmid (pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT/USPP-AtTATase6-nosT Abbil- 
dung 32) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
verwendet 

• 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 32 beinhaltet den Promo tor des 
30 n Unknow-Seed- Protein-Gens" aus Vicia faJba, Fragment B (1243 Bp) 
kodiert ftir das Tyrosin-Aminotransferase-Gen 6 aus Arabidopsis 
thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert fiir das Terminationssi- 
gnal des Nopalin-Synthase-Gens . Fragment D (678Bp) beinhaltet den 
Promotor des w Unknow-Seed-Protein-Gens " aus Viciai faba, Fragment 
35 E (1182Bp) kodiert ftir das Homogentisijisaure-Phytyltransferase- 
Gen aus Arabidopsis thaliana . Fragment F (713Bp) kodiert ftir das 
Terminationssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. 

Beispiel 45 

40 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase aus Rattus norvegicxxs unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors und 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase aus Synechocystis sp_ 
PCC6803 unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors 
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Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf erase 
aus Rattus norvegicus unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die 2-Me- 
5 thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase aus Synechocystis sp. 
PCC6803 samenspezifischen expremieren, werden die Vektoren 
pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT und pCR4topoblunt-USPP-rbcS-RnTA- 
Tasel-nosT miteinander kombiniert . 

Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor, Tyros in-Amino trans - 
10 ferase aus Rattus norvegicus und nos-Terminationssequenz wird axis 
dem Plasmid pCR4TOPOblunt/USPP-rbcS-RnTATasel-nosT als Srfl Frag- 
ment isoliert und in den mit Srfl verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT kloniert. 

15 Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-IPP~SynMTl-nosT/USPP-rbcS-RnTA- 

Tasel-nosT Abbildung 33) wird zur Erzeugung transgener Brassica 
napus Pflanzen verwendet. 

Fragment A (2764Bp) in Abbildung 33 beinhaltet den Promotor des 
20 LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert ftlr das 
Transitpeptid der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isome- 
rase-2. Fragment C (957Bp) kodiert ftlr das 2-Methyl-6-Phytylhy- 
drochinol Methyl transferase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. 
Fragment D (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopa- 
25 lin-Synthase-Gens . Fragment E (678Bp) beinhaltet den Promotor des 
Unknow-Seed-Protein-Gens (USPP) aus Vicia faba, Fragment F 
(235Bp) kodiert ftlr das Transitpeptid der Ribulose-Bisphosphat- 
Carboxylase (rbcS) aus Vicia faba. Fragment G (1365Bpj kodiert 
ftlr das Tyrosin-Andnotransferase-Gen aus Rattus norvegicus. Frag- 
30 ment H(272Bp) kodiert fttr das Terminationssignal des Nopalin-$yn- 
thase Gens aus A. tumef aciens. 

Beispiel 46 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino - 
35 transferase 1 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors und der 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase aus Synechocystis sp. 
PCC6803 unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors 

40 Zur Herstellung von chimMren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-1 
aus AraJbidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren , und 2 -Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase axis Synechocystis sp. 
45 PCC6803 samenspezifischen expremieren, werden die Vektoren 
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pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT und pSUN2-USPP-AtTATasel-nosT mitein 
ander kombiniert. 



Das DNA Fragment kodierend fiir die Expressionskassette best eh end 
5 aus: USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransferase-l-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tasel-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das* EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym aufgeftlllt und in den mit Srfl verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT kloniert. 

10 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT/USPP-AtTATasel-nosT 
Abbildung 34) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflan- 
zen verwendet 

15 Fragment A (2764Bp> in Abbildung 34 beinhaltet den Promptor des 
LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert fCLr das 
Transitpeptid der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat^Isome- 
rase-2. Fragment C (957Bp) kodiert fiir das 2-Methyl-6-Phytylhy- 
drochinol Methyltransf erase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803 . 

20 Fragment D (272Bp) kodiert f ttr das Terminationssignal des Nopa- 
lin-Synthase-Gens . Fragment E { 678Bp) beinhaltet den Promotor 
des Unknow-Seed-Protein-Gens (USPP)aus Vicia faba, Fragment F 
(1269Bp) kodiert fttr das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 1 aus Ara- 
bidopsis thaliana. Fragment G (272Bp) kodiert fiir das Terminati- 

25 onssignal des Nopalin-Synthase Gens. 

Beispiel 47 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in Amino- 
transferase 3 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
30 menspezif ischen Promotors und der 2 -Me - 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase aus Synechocystis sp, 
FCC6803 unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
35 gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransferase-3 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochirion-Methyl transferase aus Synechocystis sp. 
PCC6803 samenspezifischen expremieren, werden die Vektoren 
40 pSUN2-LeB4-IPP-SynEPri-nosT und pSUN2-USPP-AtTATase3-nosT mitein- 
ander kombiniert. 

Das DNA Fragment kodierend fur die Expressionskassette best eh end 
aus: USP-Promotor , Tyros in-Aminotransf erase-3-Gen aus Arabidopsis 
45 thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase3-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende wird 
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mit dem Klenow Enzym aufgefdllt und in den mit Srf 1 verdauten 
Vektor pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT kloniert. 

Dieses. Plasmid (pSUN2-LeB4-IPP-SyriMTl-nosT /USPP-AtTATase3-nosT 
5 Abbildung 35) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflan- 
zen verwendet. 

Fragment A (2764Bp) in Abbildung 35 beinhaltet den Promotor des 
LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert fiir das 

10 Trans itpeptid der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-isome-' 
rase-2. Fragment C (957Bp) kodiert fttr das 2 -Me thy 1 - 6 - Phyt y lhy- 
drbchinol Methyltransf erase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. 
Fragment D (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopalin- 
Synthase-Gens . Fragment E( 678Bp) beinhaltet den Promotor des 

15 ^Unknow-Seed-Protein-Gens* (USPP) aus Vicia faba, Fragment F 

(1334Bp) kodiert fur das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 3 aus Ara- 
bidopsis thaliana. Fragment G (272Bp) kodiert ftir das Terminati- 
onssignal des Nopal in-Synt has e Gens. 

20 Beispiel 48 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in Amino- 
transferase 5 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors und der 2-Me- 

thyl- 6 -Phytylhydrochinpn-Methyl transferase aus Synechocystis sp. 
25 PCC6803 unter Kontrolle eines samenspezif ischen Promotors 

* * * » 

* 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-5 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
30 Promotors exprimieren, und die 2 -Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase aus Synechocystis sp. 
PCC6803 samenspezif ischen expremieren, werden die Vektoren 
pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT und pSUN2-USPP-AtTATase5-nosT mitein- 
ander kombiniert. 

35 

Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyrosin~Aminotransferase-5-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase5-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
40 dem Klenow Enzym aufgefdllt und in den mit Srfl verdauten Vektor 
pSUN2- LeB4-IPP-SynMTl-nosT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4»IPP-SynMTl-nosT/USPP-AtTATase5-nosT 
Abbildung 36) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pf lan- 
45 zen verwendet: 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

90 

Fragment A (2764Bp) in Abbildung 36 beinhaltet den Promotor des 
LeguminB4 -Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert ftir das 
Trans itpept id der A. thaliana Isopentenyl -pyrophosphat-Isome- 
rase-2. Fragment C (957Bp) kodiert ftir das 2-Methyl-6-Phytylhy- 
5 drochinol Methyltransf erase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. 
Fragment D (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopalin- 
Synthase-Gens . Fragment E ( 678Bp) beinhaltet den Promotor des 
^Unknow-Seed-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment F (1389Bp) 
kodiert fiir das Tyros in-Amino transfer as e-Gen 5 aus Arabidopsls 
10 thaliana. Fragment G (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal 
des Nopal in-Synthase Gens 

Beispiel 49 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in Amino - 
15 transferase 6 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors und der 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase aus Synechocystis sp. 
PCC6803 unter Kontrolle eines samenspezif ischen Promotors 

20 Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napxis Pflanzen, die die Tyros in-Amino trans f erase-6 
aus Arabidopsis thaliana unter. Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, und die 2 -Me- 
thyl - 6 - Phyty Ihydr ochinon-Me thy 1 trans f er as e aus Synechocystis sp. 

25 PCC6803 samenspezif ischen expremieren, werden die Vektoren 

pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT und pSUN2-USPP-AtTATase6-nosT mite inl- 
ander kombiniert. 

• * 

Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
30 aus: USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransferase-6-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase6-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende wird 
mit dem Klenow Enzym aufgeftillt und in den mit Srf 1 verdauten 
Vektor pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT kloniert. 

35 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-IPP-SynMTl-nosT/USPP-AtTATase6-nosT 
Abbildung 37) wird zur Erzeugung transgener Brassica napxis Pflan- 
zen verwendet: 

40 Fragment A (2764Bp) in Abbildung 37 beinhaltet den Promotor des 
LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert far das 
Transitpeptid der A. thaliana Isopentenyl -pyroptiosphat-Isome- 
rase-2. Fragment C (957Bp) kodiert fiir das 2-Methyl-6-Phytylhy- 
drochinol Methyltransf erase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. 

45 Fragment D (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopalin 
Synthase-Gens. Fragment E (678Bp) beinhaltet den Promotor des 
"Unknow-Seed- Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment F (124*3' Bp) 
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kodiert fdr das Tyro sin -Amino transferase -Gen 6 aus Arabidopsis , 
thaliana. Fragment G (272Bp) kodiert fur das Terminationssignal 
des Nopal in-Syn thas e-Gen s . 

* 

5 Beispiel 50 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase aus Rattus norvegicxis unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors und 2 , 3-Dimethyl«5-Phytylplastochinol-Zyklase 
aus Synechocystis sp. PCC6803 unter Kontrolle eines samenspezifi- 
10 schen Promotors 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransf erase 
aus i?attus norvegicus unter Kontrolle eines samenspezifischen 
15 Promotors exprimieren, und die * 2, S-Dimethyl-S-Phytylplastochinol- 
Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 samenspezifischen expremie- 
ren, werden die Vektoren pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT und pCR4topo- 
blunt -USPP-rbcS-RnTATasel-nosT miteinander kombiniert. 

■ v 

20 Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor , Tyros in- Amino trans - 
ferase aus -Rattus norvegicus und nos-Terminationssequenz wird aus 
dem Plasmid pCR4T0P0blunt/USPP-rbcS-RnTATasel-nosT als Srf 1 Frag- 
ment isoliert und in den mit EcoRl verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT kloniert, dessen EcoRl Enden ebenfalls 

25 aufgefiillt werden. 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT/USPP-rbcS-RnTA- 
Tasel-nosT Abbildung 38) wird zur Erzeugung transgener Brassica 
napus Pflanzen verwendet. 

* 

30 Fragment A (2764Bp) in Abbildung 38 beinhaltet den Promoter des 
LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert fur das 
Transitpeptid der A.thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isome- 
rase-2. Fragment C (llOOBp) kodiert fur das 2 , 3-Dimethyl-5-Phy- 
tylplastoquinol Zyklase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. Frag- 

35 ment D (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopalin-Syn- 
thase-Gens. Fragment E ( 678Bp) beinhaltet den Promotor des Un- 
know-Seed-Protein-Gens <USPP) aus Vicia faba, Fragment F (235Bp) 
kodiert ftir das Transitpeptid der Ribulose-Bisphosphat -Carboxy- 
lase (rbcS) aus Vicia faba. Fragment G (1365Bp) kodiert fur das 

40 Tyrosin-Aminotransf erase-Gen aus Rattus norvegicus. Fragment H 
(272Bp) kodiert fur das Terminationssignal des Nopalin-Synthase 
Gens aus A. tumefaciens. 

Beispiel 51 

45 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 1 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors und der 2 , 3-Dimethyl-5-Phytylplastochi- 
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nol-Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 .unter Kontrolle ' eines 
samenspezif ischen Promoters 

• 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
5 gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-1 
aus Arabidopsis t ha liana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, und 2, 3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol-Zy- 
klase aus Synechocystis sp. PCC6803 samenspezif ischen expremie- 
ren, werden die Vektoren pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT und 
10 pSUN2-USPP-AtTATasel-nosT miteinander kombiniert. 

Das DNA Fragment kodierend fiir die Expressionskassette beste hen d 
aus : USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransferase-l-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos -Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
15 Tasel-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym aufgefttllt und in den mit EcoRl verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT kloniert, desseri EcoRl Enden mit dem - 
Klenow Enzym aufgefailt werden. 

* 

20 Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT/USPP-AtTATasel-nosT 
Abbildung 39) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflan- 
zen verwendet ^ 

Fragment A (2764Bp) in Abbildung 39 beinhaltet den Promotor des 
25 LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert ftir das 
Transitpeptid* der A.. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isome- 
rase-2. Fragment C (llOOBp) kodiert fur das 2,3-Dimethyl-5-Phy- 
tylplastoquinol Zyklase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. Frag- 
ment D (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des Nopalin- 
30 Synthase- Gens. Fragment E (678Bp) beinhaltet den Promotor des 
Unknow-Seed-Protein-Gens (USPP)aus Vicia faba, Fragment F 
(1269Bp) kodiert fiir das Tyrosin-Aminotransferase-Gen 1 aus Ara- 
bidopsis thaliana . Fragment G (272Bp) kodiert ftir das Terminati- 
onssignal des Nopalin-Synthase Gens. 

35 

Beispiel 52 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in Amino- 
transferase 3 axis Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors Und der 2, 3-Dimethyl-5-Phytylplastochi- 
40 nol-Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 unter Kontrolle eines 
samenspezif ischen Promotors 

• * 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-3 
45 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, und die 2,3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol- 
Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 samenspezif ischen expremie- 
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ren, werden die Vektoren pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT und 
pSUN2-USPP-AtTATase3-nosT miteinander kambiniert. 

Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
5 aus: USP-Promotor, Tyros in-Aminotransf erase-3-Gen aus Arabidopsis 
thai i ana und nos -Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2 -USPP-AtTA- 
Tase3-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl wird mit 
dem Klenow Enzym aufgeftlllt und in den mit EcoRl verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT kloniert, dessen EcoRl Enden ebenf alls 
10 aufgefttllt werden. 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT/USPP-AtTATase3-nosT 
Abbildung 40) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pf lan- 
zen verwendet 

15 

Fragment A (2764Bp) in Abbildung 40 beinhaltet den Promotor des 
LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert fttr das 
Transitpeptid der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isome- 
rase-2. Fragment C (llOOBp) kodiert ftir das 2,.3-Dimethyl-S-Phy- 

20 tylplastoquinol Zyklase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. Frag- 
ment D (272Bp) kodiert ftlr das Terminationssignal des Nopalin- 
Synthase- Gens. Fragment E(678Bp) beinhaltet den Promotor des 
*Unknow-Seed-Protein-Gens" (USPP) aus Vicla faba, Fragment F 
(1334Bp) kodiert fur das Tyros in-Aminotransf erase-Gen 3 aus Ara- 

25 bidopsis thaliana. Fragment G (272Bp) kodiert fttr das Terminati- 
onssignal des Nopalin-Synthase Gens. 

* 

Beispiel 53 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in Amino - 
30 transferase 5 aus Arabldopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors und der 2, 3-Dimethyl-5-Phytylplastochi- 
nol-Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 unter Kontrolle eines 
samenspezifischen Promotors 

35 Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransfei:ase~5 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die 2,3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol- 
Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 samenspezif ischen "expremie- 

40 ren, werden die Vektoren pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT und 
pSUN2-USPP-AtTATase5-nosT miteinander kombiniert. 

Das DNA Fragment kodierend ftir die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransf erase-5-Gen aus Arabidopsis 
45 thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2 -USPP-AtTA- 
Tase5-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym aufgefullt und in den mit EcoRl verdauten Vektor 



WO 02/072848 PCT7EP02/02492 

94 

pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT kloniert, dessen EcoRl Rnden ebenf alls 
aufgeftlllt werden. 

Dieses Plasmid (pSUN2»LeB4 i -IPP-SynCyc-nosT ./USPP-AtTATase5-nosT 
5 Abb il dung 41) wird zur Erzeugung transgener Brassica: napus Pflan- 
zen verwendet 

Fragment A (2764Bp) in Abbildung 41 beinhaltet den Promotor des 
LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert ftlr das 

10 Transitpeptid der A.thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isame- 
rase-2. Fragment C (llOOBp) kodiert fiir das 2, 3-Dimethyl-S-Phy- 
tylpiastoqoinol Zyklase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. Frag- 
ment D (272Bp) kodiert ftlr das Terminationssignal des Nopalin- 
Synthase- Gens . Fragment E (678Bp) beinhaltet den Promotor des 

15 ^Unknow-Seed-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment F <1389Bp) 
kodiert ftlr das Tyros in-Aminotransf erase-Gen 5 aus Arabidopsis 
thaliana. Fragment G .(272Bp) kodiert ftlr das Terminationssignal 
des Nopal in-Syn t has e Gens. 

20 Beispiel 54 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyros in Amino- 
transferase 6 aus Arabidopsis thai i ana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors und der 2, 3-Dimethyl-5-Phytylplastochi- 
nol-Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 unter Kontrolle eines 
25 samenspezif ischen Promotors 

Zur Herstellung von chimSren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-6 
aus Arabidopsis thai i ana unter Kontrolle eines samenspezif ischen* 
3Q Promotors exprimieren, und die 2, 3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol- 
Zyklase aus Synechocystis sp. PCC6803 samenspezif ischen expremie- 
ren, werden die Vektoren pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT und 
pSUN2-USPP-AtTATase6-nosT miteinander kombiniert. 

35 Das DNA Fragment kodierend ftlr die Expressionskassette bestehend 
aus: USP- Promotor, Tyrosin-Aminotransferase-6-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase6-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende wird 
mit dem Klenow Enzym aufgeftlllt und in den mit EcoRl verdauten 

40 vektor pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT kloniert, dessen EcoRl Enden 
ebenf alls aufgeftlllt werden. 

Dieses Plasmid (pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT/USPP-AtTATase6-nosT 
Abbildung 42) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflan- 
45 zen verwendet: 
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Fragment A (2764Bp) in Abbildung 42 beinhaltet den Promotor des 
LeguminB 4 -Gens aus Vicia faba, Fragment B (235Bp) kodiert ftir das 
Transitpeptid der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isame- 
rase-2. Fragment C (llOOBp) kodiert ftir das 2, 3-Dimethyl-5-Phy- 
5 tylplastoquinol Zyklase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803 . . Frag- 
ment D (272Bp) kodiert ftir das.. Termi nationssignal des Nopal in- Syn- 
thase- Gens. Fragment E (678Bpj beinhaltet den Promotor des *Un- 
know-Seed-Protein-Gens " aus Vicia faba, Fragment F (1243 Bp) ko- 
diert ftir das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 6 aus Arabidopsis tha- 
10 liana. Fragment G (272Bp) kodiert ftir das Terminationssignal des 
Nopalin-Synthase-Gens . 

Beispiel 55 . 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
15 transferase aus Rattus norvegicus unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors und y-Tocopherol-Methyltransf erase aus AraJbi- 
dopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen Promotors 
Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Amino trans f erase 
20 aus Rattus norvegicus unter Kontrolle eines samenspezif ischen 

Promotors exprimieren, und die y-Tocopherol- Methyltransf erase aus 
Arabidopsis thaliana samenspezif ischen expremieren, werden die 
Vektoren pSUN2-SBPP-At7TMT-35sT und pCR4topoblunt-USPP-rbcS-RnTA- 
Tasel-nosH miteinander kombiniert. 

25 

Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor, Tyros in-Amino trans - 
ferase aus Rattus norvegicus und nos-Terminationssequenz wird aus 
dem Plasmid pCR4TOPOblunt/USPP-rbcS-RnTATasel-nosT als Srfl Frag- 
ment isoliert und in den mit Srfl verdauten Vektor pSUN2-SBPP- 
30 AtyTMT-35sT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-SBPP-AtYrMT-35sT/USPP-rbcS-RnTATasel-nosT 
Abbildung 43) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflan- 
zen verwendet: 

35 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 43 beinhaltet den Promotor des 
Uhknow-Seed-Protein-Gens (USPP) aus Vicia faba, Fragment B 
(235Bp) kodiert ftir das Transitpeptid der Ribulose-Bisphosphat- 
Carboxylase (rbcS) aus Vicia faba. Fragment C (1365Bp) kodiert 
40 ftir das Tyrosin-Aminotransferase-Gen aus .Rattus norvegicus. Frag- 
ment D (272Bp) kodiert filr das Terminationssignal des Nopalin- 
Syn thase Gens aus A. tumefaciens. 

Fragment E (1788Bp) beinhaltet. den Promotor des SBP-Gens aus Vi- 
cia faba, Fragment F (1047Bp) kodiert ftir das Y- Toc °P herol "Methyl- 
45 transferase-Gen aus Arabidopsis thaliana, Fragment G (29lBp) ko- . 
diert ftir den 35S-Terminator des Blumenkohlmosaikvirus . 
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Beispiel 56 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 1 aus AraJbidopsis thallana unter Kontrolle eines sa- 
menspezif ischen Promotors land der Y-Tocopherol Methyltransf erase 
5 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf erase-1 
10 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors expr imier en , und die 7-Tocopherol Methyltransf erase aus 
Arabidopsis thaliana samenspezif ischen expremieren, werden die 
Vektoren pSUN2-SBPP-AtYTMT-35sT und pSUN2-USPP-AtTATasel-nosT mit- 
einander kombiniert > 

IS 

Das DNA Fragment kodierend fftr die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransferase-l-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos-Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tasel-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
20 dem Klenow Ehzym aufgefiillt und in den mit Srfl verdauten Vektor 
pSUN2 -SBPP-AtYIKT-3 5 sT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2LeB4»SBPP-AtyrMT-35sT/USPP-AtTATasel-nosT. Ab- 
bildung 44) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
25 verwendet: 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 44 beinhaltet den Proxnotor des 
Unknow-Seed- Protein-Gens (USPP)aus Vicia faba, Fragment B 
(1269Bp) kodiert far das Tyros in-Aminotransf erase-Gen 1 aus Ara- 

30 bidopsis thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert f Or das Termina- 
tionssignal des Nopalin-Synthase Gens-. Fragment D (1788Bp) bein- 
haltet den Promotor des SBP-Gens aus Vicia faba, Fragment E 
(1047Bp) kodiert fur das y-Tocopherol-Me thyl trans f erase-Gen aus 
. Arabidopsis thaliana, Fragment F (29lBp) kodiert fttr den 35S-Ter- 

35 minator des Blumenkohl-mosaikvirus . 

Beispiel 57 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 3 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
40 menspez if ischen Promotors und der Y-Tocopherol-Methyl transferase 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors 

. Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
45 gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-3 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, und die y-Tocopherol- Methyltransf erase aus 
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■ ■ 

Arabidopsls thai i ana samenspezifischen expremieren, werden die 
Vektoren pSUN2-SBPP-AtyrMT-35sT und pSUN2-USPP-AtTATase3-nosT mit- 
einander kombiniert. 

5 Das DNA Fragment kodierend fur die Expressionskassette bestehend 
aus: USP-Promotor, Tyrosin-Aminotransferase-3-Gen axis Arabidopsis 
thaliana und nos -Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase3-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym auf geftlllt und in den mit Srf 1 verdauten Vektor 
10 pSUN2-SBPP-AtyTMT-35sT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-SBPP-AtYTMT-35sT/USPP-AtTATase3-nosT Abbil- 
dung 45) wird zur Erzeugung tr ans gener Brassica napus Pf lanzen 
verwendet 

15 

Fragment A(678Bp) in Abbildung 45 beinhaltet den Pramotor des 
*Unknaw-Seed- Protein-Gens" (USPP) aus Vicia faba, Fragment B 
(1334Bp) kodiert ftir das Tyrosin-Aminotransferase-Gen 3 aus Ara- 
bidopsis thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert fiir das Termina- 
20 tionssignal des Nopalin-Synthase Gens, Fragment D (1788Bp) bein- 
haltet den Promo tor des SBP-Gens aus Vicia faba, Fragment E 
(1047Bp) kodiert ftir das Y-Tocopherol-Methyltransferase-Gen aus 
Arabidopsis thaliana, Fragment F (291Bp) kodiert ftir den 35S-Ter- 
minator des Blumenkohl-mosaikvirus . 

25 

Beispiel 58 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyro sin Amino- 
transferase 5 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
menspezifischen Promotors und der Y"Tocopherol-Methyltransferase 
30 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 

■ 

Promotors 

r 

Zur Herstellung von chim^ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosin-Aminotransferase-5 
35 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezifischen 
Promotors exprimieren, und die ^-Tocopherol- Methyl transferase aus 
Arabidopsis thaliana samenspezifischen expremieren, werden die 
Vektoren pSUN2-SBPP-AtYTMT-35sT und pSUN2-USPP-AtTATase5-nosT mit- 
einander kombiniert. 

40 

Das DNA Fragment kodierend fttr die Expressionskassette bestehend. 
aus: USP-Promotor, Tyros in-Aminotr ans f erase-5-Gen aus Arabidopsis 
thaliana und nos -Terminator wird aus dem Plasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase5-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
45 dem Klenow Enzym aufgeftlllt und in den mit Srfl verdauten Vektor 
pSDN2-SBPP-AtYTMT-35sT kloniert.. 
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Dieses Piasmid (pSUN2-SBPP-AtYTMT-35sT /uSPP-AtTATase5-nosT Abbil- 
dung 46) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen. 
verwendet 

5 Fragment A (678Bp) in Abbildung 46 beinhaltet den Promotor des 
*Ukknow-Seed-Protein-Gens w aus Vicia faba t Fragment B (1389Bp) 
kodiert ftir das Tyrosin-Aminotransferase-Gen 5 aus Arabidopsis 
thai i ana und Fragment C (272Bp) kodiert fur das Terminationssi- 
gnal des Nopal in-Synthase Gens. Fragment D (1788Bp) beinhaltet 
10 den Promotor des SBP-Gens aus Vicia faia, Fragment E (1047Bp) ko- 
diert fur das y-Tocopherol-Methyltransferase-Gen aus Arabidopsis 
thaliana, Fragment F (291Bp) kodiert fiir den 35S-Terminator des 
Blumenkohl-mosaikvirus . 

• w 

15 Beispiel 59 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Tyrosin Amino- 
transferase 6 aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines sa- 
. menspezifischen Promotors und der y-Tocopherol-Me thyl trans f erase , 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
20 Promotors 

Zur Herstellung von children DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Tyros in-Aminotransf erase-6 
aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif ischen 
Promotors exprimieren, und die Y" Toco P^ er °l"" Methyltransf erase aus 
25 Arabidopsis thaliana samenspezif ischen expremieren, Werden die 

Vektoren pSUN2-SBPP-AtyTMT-35sT und pSUN2-USPP-AtTATase6-nosT mit- 
einander kombiniert. 

Das DNA Fragment kodierend fur die Expressionskassette bestehend 
30 aus: USP-Promotor , Tyrosin-Aminotransferase-6-Gen aus Arabidopsis. 
thaliana und nos -Terminator wird aus dem Piasmid pSUN2-USPP-AtTA- 
Tase6-nosT als Smal/EcoRl Fragment isoliert, das EcoRl Ende mit 
dem Klenow Enzym auf gefullt und in den mit Srf 1 verdauten Vektor 
pSUN2-SBPP-AtyrMT-35sT kloniert, . 

35 

Dieses Piasmid (pSUN2-SBPP-AtYT3yCT-35sT/USPP-AtTATase6-nosT Abbil- 
dung 47) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
verwendet: 

- * 

40 Fragment A (678Bp) in Abbildung 47 beinhaltet den Promotor des 
"Unknow-Seed-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1243 Bp) 
kodiert fur das Tyrosin-Aminotransf erase-Gen 6 aus Arabidopsis 
thaliana und Fragment C (272Bp) kodiert fur das Terminationssi- 
gnal des Nopalin-Synthase-Gens . Fragment D (1788Bp) bein h altet 

45 den Promotor des SBP-Gens aus Vicia faba, Fragment E (1047Bp) ko- 
diert fur das . Y-Tocopherol-Methyltransf erase-Gen aus Arabidopsis 
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thaliana, Fragment F (291Bp) kodiert fxir den 35S-Terminator des 
Blumenkohl -mos aikvirus . 

Beispiel 60 

.5 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Geranylgeranyl- 
pyrophosphate-Oxidorediiktase . axis Nicotiana tabacum unter Kon- 
trolle eines samenspezif ischen Promotors xind zur samenspezif i- 
schen Unterdriickung der Egression des HomogentisinsSure-Dioxyge- 
nase-Gens aus Brassica napus 

10 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Geranylgeranylpyrophosp-* 
hate-Oxidoreduktase aus Nicotiana tabacum unter Kontrolle eines 
samenspezifischen Promotors exprimieren, xind die Expression der 
15 endogenen Homogentisinsaure-Dioxygenase-Gens axis Brassica napus 
samenspezif isch xinterdrticken, werden die Vektoren pCR4topoblxint- 
LeB4-NtGGPPOR-nosT (s.u. ) und pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD- 
ocsT miteinander kombiniert. 

20 Mittels PCR wird die Expressionkassette bestehend axis: LeB4-Pro- 
motor, Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoredxiktase-Gen axis Nico- 
tiana tabacum xind nos-Terminationssequenz, unter Verwendung eines 
sense spezif ischen Primers (LeB4-SRFl 5': SEQ. ID. No, 54) und 
eines antisense spezif ischen Primers (nbsT-SRFl 3' SEQ. ID. No. 

25 53), amplifiziert xind in. den Vektor pCR4topoblxint (Invitrogene) 
kloniert. 

Das resultierende Plasmid ist pCR4topoblunt-LeB4-NtGGPP0R-nosT 
Die PCR Bedingungen war en die folgenden: 
30 Die PCR erfolgte in einem 50jll Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 

■ 

ljll einer puc!9-LeB4-NtGGPPORr-nosT Plasmid-DNA 
0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP ^ 
35 - 1,5 mM Mg(OAc) 2 

- 5 Jig Rinde r s e rum- Albumin 
40pmol LeB4-Srfl 5 'Primer 

- 40pmol nosT-Srfl 3 'Primer 

5\H lOx Pful DNA Polymerase Puffer (Stratagene) 
5U Pful DNA Polymerase (Stratagene) 
40 Die PCR wurde xinter folgenden Zyklxis Bedingungen dxirchgef tihrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denatxirierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 
Schritt 3: 1 Minute 55°C (Annealing) 
45 Schritt 4: 10 Minuten 68°C (Elongation) 
30 Wiederholxingen der Schritte 2-4 
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Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

Das DNA Fragment kodierend ftLr die Expressionskassette best ehend 
aus : LeB4-Promotor , Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduktase- 
5 Gen aus Nicotiana tabacum und nos -Terminator wird aus dem Plasmid 
pCR4topoblunt-LeB4-NtGGPPOR-nosT als Srf 1 Fragment isoliert und - 
in den mit EcoR5 verdauten pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-<X*BnHGD-ocsT 
kloniert. 

10 . Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT/ 

LeB4-NtGGPP0R-nosT Abbildung 48) wird zur Erzeugung transgener 
Brassica napus Pflanzen verwendet: 

Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 1 48 beinhaltet den Pramotor des 
15 Vicilin-Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert ftir eiri- 
en Fragment des HomogentisinsSure-Dioxygenase-Gen aus Brassica 
napus. Fragment C (190Bp) fttr das 2 Intron ( IV2 ) des ST-LS1 Gens 

* 

aus Solanvm tuberosum. Fragment D ist identisch mit Fragment B 
jedoch im Vektor gegenl&ufig zu B orientiert. Fragment E (208Bp) 

20 kodiert fOr das Terminationssignal-2 des Octopin Gens. 

Fragment F (2764Bp) beinhaltet den Promotor des LeguminB4-Gens 
aus Vicia faba, Fragment G (1509Bp) kodiert ftir das Geranylgera- 
nylpyrophosphate-Oxidoreduktase-Gen aus Wicotiana tabacum Frag- 
ment H (272Bp) kodiert ftir das Tentiinat ions signal des Nopalin- 

25 Synthase-Gens 

Beispiel €1 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Hydroxyphenylpy- 
ruvat-Dioxygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines 
30 samenspezif ischen Promotors und zur samenspezif ischen Unterdrtik- 
kung der Expression des Hombgentisins&ure-Dioxygenase-Gens aus 
Brassica napus. 

• Zur Herstellung von chim^ren DNA Konstrukten zur Erzeugung tyans- 
35 gener Brassica napus Pflanzen, die die Hydroxyphenylpyruvat-Dio- 
xygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors exprimieren> und die Expression der endogenen 
. HomogentisinscLure-Dioxygenase-Gens aus Brassica napus samenspezi- 
fisch unterdrticken, werden die Vektoren pCR4topoblunt-USPP- 
40 AtHPPD-ocsT (s.u.) und pSDN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT mit- 
einander kombiniert. 

* * * 

Mittels PCR wird die Expressionkassette bestehend aus: US P -Promo- 
tor, Hydroxyphenylpyruvat-Di oxygenase aus Arabidopsis thaliana 
45 und ocs-Terminationssequenz-1, unter Verwendung eines sense spe- 
zif ischen Primers (USPP-SRF1-5' t SEQ. ID. No. 52) und eines anti- 
sense spezif ischen Primers (ocsT-SRFl-3' : SEQ. ID. No. 55),. am- 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

101 

plifiziert und in den Vektor pCR4topoblunt (Invitrogene) klo- 
niert. Das resultierende Plasmid ist pCR4topoblunt-USPP-AtHPPD- 
ocsT. 

5 Die PCR Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR erfolgte in einem 50y.l Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 

» 

- . ljxl einer pSUN2rUSPP-AtHPFD-ocsT Plasmid-DNA 
±0 - 0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

1,5 mM Mg(0Ac) 2 

- . 5jlg Rinder s erum-Al bum i n 

40pmol USPP-SRF1 5 'Primer 
40pmol ocsT-SRFl 3' Primer 

- 5nl lOac Pful DNA Polymerase Puffer (Stratagene) 
15 - • 5U Pful DNA Polymerase (Stratagene) 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgef tihrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 
20 Schritt 3: 1 Minute 55°C (Annealing) • 
Schritt 4: 10 Minuten 68°C (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 
Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

25 Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor , Hydroxyphenylpyru- 
vat- Dioxygenase aus Arabidopsis thallana und ocs-Terminationsse- 
quenz wird aus dem Plasmid pCR4T0P0blunt/USPP-AtHPPD-ocsT als 
Srfl Fragment isoliert und in den mit EcoRS verdauten Vektor 
pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl^*BnHGD-ocsT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT/USPP-AtHPPD- 
ocsT Abbildung 49) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus 
Pflanzen verwendet. 

35 Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 49 beinhaltet den Promotor des 
Vicilin-Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert ftLr ein- 
en Fragment des HomogentisinscLure-Dioxygenase-Gen aus Brassica 
napus. Fragment C (190Bp) ftlr das 2 Intron (IV2) des ST-LS1 Gens 
aus Solanum tuberosum. Fragment D ist identisch mit Fragment B 

40 jedoch im Vektor gegenl&ufig zu B orientiert. Fragment E (208Bp) 
kodiert fiir das Terminationssignal-2 des Octopin Gens. 
Fragment F (678Bp) kodiert beinhaltet den Promotor des "Unknow- 
Seed-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment G (1338Bp) kodiert. 
ftLr das Hydroxyphenylpyruvate-Dioxygenase-Gen aus Arabidopsis 

45 thaliana. Fragment H (713Bp) kodiert far das Terminationssignal-1 
des Octopin-Synthase . 



30 
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Beispiel 62 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Homogent is in- 
saure Phytyl transferase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle 
eines samenspezifischen Promotbrs und zur samenspezifischen Ufa- 
5 terdrttckung der Expression des HomogentisinsMure Diqxygenase Gens 
aus Brass ica napus 

* 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pf lanzen, die die Homogent i s ins§ur e- Phytyl- 

10 transferase aus Arabidopsis thaliana uhter Kontrolle eines samen- 
spezifischen Promotors exprimieren, und die Expression der .endp- 
genen Homogent is ins aure Dioxygenase Gens aus Brassica napus sa- 
merispezifisch unterdrttcken, werden die Vektoren pCR4topoblunt- 
USPP-AtHPT-ocsT (siehe nachstehend) und pSUN2-Pvic-*BnHGD- 

15 STLSl-a*BnHGD-ocsT miteinander kombiniert. 

Mittels PCR wird die Expressionkassette bestehend avis: USP-Pramo- 
tor, der Homogent is insSure-Phytyl trans f erase aus Arabidopsis tha- 
liana und ocs-Terminationssequenz, unter Verwendung eines sense 
20 spezifischen Primers (USPP-SRF1-5 ' SEQ. ID. No. 52) und eines an- 
tisense spezifischen Primers (ocsT-SRFl-3 ' SEQ. ID, No. 55), am- 
plifiziert und in den Vektor pCR4topoblunt (Invitrogene) klo- 
• niert . 

25 Das resultierende Plasmid ist pCK4topoblunt-USPP-AtHPT-ocsT. 
Die PCR Bedingungen waren die f olgenden : 

Die PCR erfolgte in einem 50]il Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 

30 - l|Xl einer pSUN2-USPP-AtHPT-ocsT Plasmid-DNA 

0 , 2 mM dATP/ dTTP, dGTP> dCTP 

1,5 mM Mg(OAc) 2 

5p.g Rinder serum-Albumin 

40pmol USPP-SRF1 5 'Primer 
- 40pmol ocsT-SRFl 3 'Primer 
35 _ sjil lQx Pful DNA Polymerase Puffer (Stratagene) 

5U Pful DNA Polymerase (Stratagene) 

Die PCR wurde unter f olgenden Zyklus Bedingungen durchgeftihrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 

40 Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 

Schritt 3: 1 Minute 55°C (Annealing) 

Schritt 4: 10 Minuten 68°C (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 

Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

45 
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Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor , der Homogentisin- 
s&ure- Phytyl transferase aus Arabidopsis thai i ana und ocs- Ter- 
minationssequenz-1 wird aus dem Plasmid pCR4TOPOblunt /USPP-AtHPT- 
ocsT als Srfl Fragment isoliert und in den mit EcoR5 verdauten 
5 Vektor pSDN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT/USPP-AtHPT- 
ocsT Abbildung 50) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus 
Pflanzen verwendet: 

10 

fragment A (2559 Bp) in Abbildung 50 beinhaltet den Pfomotor des 
Vicilin-Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert ftir ein- 
en Fragment des Homogentisinsaure-Dioxygenase-Gen aus Brassica 
napus. Fragment C (190Bp) kodiert fttr das 2 Intron (IV2) des ST- 

15 LSI Gens aus Solanum tuberosum. Fragment D ist identisch mit 

Fragment B jedoch im Vektor gegenlaufig zu B orientiert. Fragment 
E (208Bp) kodiert fiir das Terminationssignal-2 des Octopin Gens. 
Fragment F (678Bp) beinhaltet den Pramotor des *Unknow-Seed-Pro- 
tein-Gens" aus Vicia faba, Fragment G (1182Bp) kodiert fiir das 

20 Homogentisinsclure-Phytyltransferase-Gen aus Arabidopsis thaliana. 
Fragment H (713Bp) kodiert fiir das Terminationssignal-1 des Octo- 
pin-Synthase Gens. 

Beispiel 63 

25 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltrauxsferase aus Synechocystis spec 
PC6808 unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors und zur 
samenspezifischen Unterdrtickung der Expression des Homogentisin- 
saure-Dioxygenase-Gens aus Brassica napus 

30 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase aus Synechocystis spec 
PC6808 unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors expri- 
35 mieren, und die Expression der endogenen Homogentisins&ure-Dioxy- 
genase-Gens aus Brassica napus samenspezifisch unterdrftcken, 
werden die Vektoren pCR4topoblunt-LeB4-IPP-SynMtl-nosT (s.u.) und 
pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT miteinander kombiniert. 

40 Mittels PCR wird die Expressionkassette bestehend aus: LeB4-Pro- 
motor, die Sequenz kodierend fiir das Transitpeptid der A. thaliana 
plastiden-spezif ischen Isopentenyl-pyrophosphat Isomerase-2 
(IPP-2), der 2-Methyl-6-Phytylhydrochinol-Methyltranserase aus 
Synechocystis spec PC6808 und nos-Terminationssequenz, unter Ver- 

45 wendung eines sense spezif ischen Primers (LeB4-SRFl-5' : SEQ. ID. 
No. 54) und eines antisense spezif ischen Primers (nosT-SRFl-3 ' : 
SEQ. ID. No. 53), amplifiziert und in den Vektor pCR4topoblunt 
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(Invitrogene) kloixiert. Das resultierende Plasmid ist pCR4topo- 
blunt-LeB4-IPP-SynMtl-ribsT. 

Die PCR Bedingungen war en die folgenden: 
5 Die PGR erfolgte in einem 50jll Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 

ljil einer pSUN2-Leb4-IPP-SynMTl-nosT Plasmid-DNA 

- 0,2 m dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

10 - 1,5 mM Mg(OAc)2 

- 5(ig Rinderserum-Albumin 
40pmol LeB4-SRFl 5 'Primer 
40pmol nosT-SRFl 3 'Primer 

5pJL lOx Pful DNA Polymerase Puffer (Stratagene) 

- 5U Pful DNA Polymerase (Stratagene) 

15 

Die PGR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgeftihrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94° (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94° 
Schritt 3: 1 Minute 55° (Annealing) 
Schritt 4: 10 Minuten 68° (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 
Schritt 5: 10 Minuten 72° (Post-Elongation) 

Das DNA Fragment bestehend aus LeB4-Promotor, die Sequenz kodier 
25 end fiir das Transitpeptid der A. thaliana plastiden-spezifischen 
Isopentenyl-pyrophosphat Isomerase-2 (IPP-2) , der 2-Me- 
thyl-6-Phytylhydrochinol-Methyltranserase aus Synechocystis spec 
PC6808 und nos-erminationssequenz wird aus dem Plasmid pCR4TOPO- 
blunt/LeB4-IPP-SynMTl-nosT als Srf 1 Fragment isoliert und in den 
mit EcoR5 verdauten Vektor pSUN2-ic-*nHGD-STLSl-a*nHGD-ocsT klo- 
niert . 



20 



30 



35 



45 



Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic-*nHGD-STLSl-a*nHGD-ocsT/USPP-LeB4-IPP- 
SynMTl-nosT Abbildung 51) wird zur Erzeugung transgener Brassica 
napus Pflanzen verwendet: 



Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 51 beinhaltet den Promotor des 
Vicilin-Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert ftlr ein- 
en Fragment des HomogentisinsSure-Dioxygenase-Gen aus Brasaica 
40 napus. Fragment C (190Bp) kodiert ftir das 2 Intron (IV2) des ST- 
LSI Gens aus Solamun tuberosum. Fragment D ist identisch.mit 
Fragment B jedoch im Vektor gegenl&ufig zu B orientiert. Fragment 
E (208Bp) kodiert fttr das Terminations signal -2 des Octopin Gens. 
Fragment F (2764Bp) beinhaltet den Promotor des LeguminB4-Gens 
aus Vicia faba, Fragment G (235Bp) kodiert fiir das Transitpeptid 
der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isomerase-2 Fragment H 
(957Bp) kodiert fur das 2-»Methyl-6-Phytylhydrochinol Methyl trans- 
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f erase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. Fragment I (272Bp) ko- 
diert filr das Terminations signed des Nopalin-Synthase-Gens . 

Beispiel 64 

5 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der 2,3-Dime- 

thyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase aus Synechocystis spec PC6808 
unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors und zur samen- 
spezif ischen UnterdrGLckung der Expression des Homogentisins&ure 
Dioxygenase Gens aus Brassica napus 

10 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die 2, 3-Dimethyl-5-Phytylpla- 
stochinol-Zyklase aus synechocystis spec PC6808 unter Kontrolle 
eines samenspezif ischen Promotors exprimieren, und die Egression 
IS der endogeneri HomogentisinsSure-Dioxygenase-Gens aus Brassica na- 
pus samenspezif isch unterdrttcken, werden die Vektoren pCR4topo-. 
blunt -LeB4-IPP-SynCyc-nosT (s .u. ) und pSUN2-Pvic-*BnHGD- 
STLSl-a*BnHGD-ocsT miteinander kombiniert, 

20 Mittels PCR wird die Expressionkassette bestehend aus: LeB4-Pro- 
motor, die Sequenz kodierend fiir das Transitpeptid der Arabidop- 
sis thaliana plastiden-spezif ischen Isopentenyl-pyrophosphat Iso- 
merase-2 (IPP-2) , der 2, 3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase 
aus Synechocystis spec PC6808 und nos-Terminationssequenz, unter 

25 Verwenduiig eines sense spezif ischen Primers (LeB4-EcoR5-5' : SEQ. 
ID. No. 56) und eines antisense spezif ischen Primers (nosT- ■ 
EcoR5-3': SEQ. ID. No. 57) , amplif iziert und in den Vektor 
pCR4topoblunt (Invitrogene) kloniert. Das resultierende Plasmid 
ist pCR4topoblunt-LeB4-IPP-SynMtl-nosT 

30 

Die PCR Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR erf olgte in einem 50pl Reaktibnsansatz in dem enthalten 
war: 

* 

35 - 1^1 einer pSUN2-Leb4-IPP-SynCyc-nosT Plasmid-DNA 
0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

1,5 roM Mg(OAc) 2 

- 5fig Rinderserum-Albumin 

- 40pmol LeB4-EcoR5 5 'Primer 
40pmol nosT-EcoR5 3 'Primer 

4 0 - sjii iox Pful DNA Polymerase Puffer (Stratagene) 
5U Pful DNA Polymerase (Stratagene) 
Die PCR wurde unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgeftihrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94 ? C (Denaturierung) 

45 Schritt 2:. 3 Sekunden 94°C 

Schritt 3: 1 Minute 55°C (Annealing) 

Schritt 4t 10 Minuten 68°C (Elongation) 



WO 02/072848 PCT7EP02/02492 

106 

30 Wiederholungen der Schritte 2-4 

Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

■ 

Das DNA Fragment bestehend aus LeB4-Promotor, die Sequenz kodier- 

* * + 

5 end fiir das Transitpeptid der Arabidopsis thaliana plastiden-spe- 
zifischen Isopentenyl-pyrophosphat Isomerase-2 (IPP-2) , der 
2,3-Dimethyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase aus Synechocystis sp. 
PCC6803 und nos-Tezminationssequenz wird aus dem Plasmid pCR4TO- 
POblunt/LeB-IPP-SynCyc-nosT als EcoR5 Fragment isoliert und in 
10 den mit EcoRS verdauten Vektor pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD- 
ocsT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic»*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT/LeB-IPP-Syn» 
Cyc-nosT Abbildung 52) wird zur Erzeugung transgener Brassica na- 
15 pus Pflanzen verwendet: 

Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 52 beinhaltet den Promotor des 
Vicilin-Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert fttr ein- 
en Fragment des Homogentisins&ure-Dioxygenase-Gen aus Brassica 

20 napus. Fragment C (190Bp) kodiert ftir das 2 Intron (IV2) des ST- 
LS1 Gens aus Solanvm tuberosum. Fragment D ist identisch mit 
Fragment B jedoch im Vektor gegenlSufig zu B orientiert. Fragment 
E (208Bp) kodiert fiir das Terminationssignal des Octopin Gens. 
Fragment F (2764Bp) beinhaltet den Promotor des LeguminB4-Gens 

25 aus Vicia faba, Fragment G (235Bp) kodiert ftlr das Transitpeptid 
der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isomerase-2 . Fragment H 
( 110 OBp) kodiert ftir das 2, 3-Dimethyl-5-Phytylplastoquinol Zy- 
klase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. Fragment I (272Bp) ko- 
diert fiir das Terminationssignal des Nopalin-Synthase-Gens . 

30 

Beispiel 65 

Erzeugung .von DNA Konstrukten zur Expression der Y-Tocopherol Me- 
thyl transferase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines 
samenspezif ischen Promotors und zur samenspezifischen Unterdrttk- 
35 kung der Egression des Homogentisinsciure-Dioxygenase-Gens aus 
Brassica napus. 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die y -Tocopherol Methyltrans- 

40 ferase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezi- 
fischen Promotors exprimieren, und die Expression der endogenen 
Homogentisinsaure-Dioxygenase-Gens aus Brassica napus samenspezi- 
fisch unterdrttcken, werden die Vektoren pCR4topoblunt-SBPP- 
7TMT-35sT (s.u.) und pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT mitein- 

45 ander kombiniert . 
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Mittels PCR wird die Expressionkassette bestehend aus: LeB4-Pro- 
motor, die Sequenz kodierend fftr das Transitpeptid der A.fchaliana 
plastiden-spezifischen Isopentenyl-pyrophosphat Isomerase-2 
(IPP-2), der Y-Tocopherol-Methyl transferase aus AraJbidopsis tha- 
5 liana und nos-Terminationssequenz, unter Verwendung eines sense 
spezifischen Primers (SBPP-SRFl-5 ' : SEQ. ID. No. 58) und eines 
antisense spezifischen Primers (nosT-SRFl-3 ' SEQ. ID. No. 53), 
amplifiziert und in den Vektor pCR4topoblunt (Invitrogene) klo- 
.niert. Das resultierende Plasmid ist pCR4topoblunt-SBPP-YTMT-35sT. 
10 Die PCR Bedingungen waxen die folgenden: 

Die PCR erfolgte in einem SOjll Reaktionsansatz in dem enthalten 
war: 

einer pSUN2 -SBPP-YTm-3 5 sT Plasmid-DNA 
15 - 0,2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 
1,5 nM Mg(OAc) 2 
- 5jxg Rinderserum-Albumin 
40pmol SBPP-SRF1 5 'Primer 
40pmol 35sT-SRFl 3 'Primer . 

5fil lOx Pful DNA Polymerase Puffer (Stratagene) 
20 - 5U Pful DNA Polymerase (Stratagene) 

Die PCR wird unter folgenden Zyklus Bedingungen durchgef lihrt : 

Schritt 1: 5 Minuten 94°C (Denaturierung) 
Schritt 2: 3 Sekunden 94°C 
25 Schritt 3: 1 Minute 55°C (Annealing) 
Schritt 4: 10 Minuten 68°C (Elongation) 
30 Wiederholungen der Schritte 2-4 
Schritt 5: 10 Minuten 72°C (Post-Elongation) 

30 Das DNA Fragment bestehend aus LeB4-Promotor, die Sequenz kodier- 
end fiir das Transitpeptid der A.thaliana plastiden-spezifischen 
Isopentenyl-pyrophosphat Isomerase-2 (IPP-2) , der ^-Tocopherol Me- 
thyltransferase aus Arabidopsis thaliana und nos- Terminationsse- 
quenz wird aus dem Plasmid pCR4TOPOblunt/SBPP-7TMT-35sT als Srf 1 

35 Fragment isoliert und in den mit EcoR5 verdauten Vektor 
pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT kloniert. 

Dieses Plasmid (pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-ocsT/SBPP- 
YTMT-35sT Abbildung 53) wird zur Erzeugung transgener Brassica na- 
40 pus Pflanzen verwendet: 

* 

Fragment A (2559 Bp) in Abbildung 53 beinhaltet den Promo tor des 
Vicilin^Gens aus Vicia faba, Fragment B (580 Bp) kodiert fttr ein- 
en Fragment des Homogentisins&ure-Dioxygenase-Gen aus Brassica 
45 napus. Fragment C (190Bp) kodiert fiir das 2 Intron (IV2) des ST- 
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LSI Gens aus Solanum tuberosum. Fragment D ist identisch mit 
Fragment B jedoch im Vektor gegenlaufig zu B orientiert. Fragment 
E (208Bp) kodiert ftir das Terminationssignal-2 des Octopin Gens. 
Fragment F (1788Bp) beinhaltet den Promotor des SBP-Gens aus Vi- 
5 cia faba, Fragment G (1047Bp) kodiert ftir das y-Tocopherol-Methyl- 
trans ferase-Gen aus Arabidopsis thaliana, Fragment H (291Bp) ko- 
diert ftir den 35S-Terminator des Blumenkohlmosaikvirus . 

Beispiel 66 

10 Erzeugung von DMA Konstrukten zur Expression der Hydroxyphenylpy- 
ruvate-Dioxygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines 
samenspezifischen Promotors und der Geranylgeranylpyrophosphate- 
Oxidoreductase aus Nicotiana tabacum unter Kontrolle eines samen- 
spezifischen Promotors 

15 

Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Hydroxyphenylpyruvate-Dio- 
xygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors exprimieren, und die Geranylgeranylpyrophosp- 
20 hate-Oxidoreductase aus Nicotiana tabacum samenspezifischen ex- 
premier en, werden die Vektoren pSUN2-NtGGPPOR-nosT und pCR4topo- 
blunt-USPP-AtHPPD-ocsT miteinander kombiniert. 

Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor, Hydroxyphenylpyru- 
25 vat-Dioxygenase-Gen aus Arabidopsis thaliana und ocs-Terminati- 
onssequenz wird aus dem Plasmid pCR4T0P0blunt/USPP-AtHPPD-ocsT 
als Srfl Fragment isoliert und in den mit Smal verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT kloniert . 

30 Dieses Plasmid (pSUN2LeB4-NtGGPPORnosT/USPP-AtHPPD-ocsT Abbildung 
54) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen verwen- 
det • 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 54 beinhaltet den Promotor des 
35 "Unknow- Seed- Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1338Bp) 
kodiert ftir das Hydroxyphenylpyruvate-Dioxygenase-Gen aus Arabi- 
dopsis thaliana. Fragment C (713Bp) kodiert ftir das Terminations- 
signal-1 des Octopin-Synthase Gens. Fragment D (2764Bp) beinhal- 
tet den Promotor des LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment E 
40 (1509Bp) kodiert fur das Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduk- 
tase-Gen aus Nicotiana tabacum Fragment F (272Bp) kodiert ftir das 
Terminations signal des Nopalin-Synthase-Gens . 

Beispiel 67 

45 Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Homogentisin- 
saure-Phytyltransferase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle 
eines samenspezifischen Promotors und der Geranylgeranylpyro- 
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phosphate-Oxidoreductase aus Nicotiana tabacum unter Kontrolle 
eines samenspezif ischen Promo tors 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
5 gener Brassica napus Pflanzen, die die Homogentisins&ure- Phytyl- 
transferase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samen- 
spezif ischen Promotors exprimieren, und die Geranylgeranylpyro- 
phosphate-Oxidoreductase aus Wicotiana tabacum samenspezif ischen 
expremieren, werden.die Vektoren pSUN2-LeB4-NtGGPP0R-nosT und 
10 pCR4topoblunt-USPP-AtHPT-ocsT miteinander kombiniert. 

Das DNA Fragment bestehend aus USP-Promotor, Homogentisinsaure- 
Phytyl transferase axis Arabidopsis thaliana und ocs Termina t i ons - 
sequenz wird aus dem Plasmid pCR4T0P0blunt/USPP-AtHFT-ocsT als 
15 Srfl Fragment isoliert und in den mit Smal verdauten Vektor 
pSUN2 -LeB-NtGGPPOR-nosT kloni er t . 

^ * * 

Dieses Plasmid (pSDN2-LeB4-NtGGPP0R-nosT/USPP-AtHPT-ocsT Abbil- 
dung 55) wird zur Erzeugung transgener Brassica napus Pflanzen 
20 verwendet: 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 55 beinhaltet den Promotor des 
*Un3aiow-Seed-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1182Bp). 
kodiert ftir das Homogentisins&ure-Phytyltransferase-Gen aus Ara- 

25 bidopsis thaliana. Fragment C (713Bp) kodiert fvlr das Terminati- 
onssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. Fragment D (2764Bp) bein- 
haltet den Promotor des LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment E 
(1509Bp) kodiert fttr das Geranylgeranylpyrophosphate-Oxidoreduk- 
tase-Gen aus Wicotiana tabacum Fragment F (272Bp) kodiert f\ir das 

30 Terminationssignal des Nopalin-Synthase-Gens . 

Beispiel 68 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Hydroxyphenylpy- 
ruvate-Dioxygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines 
35 samenspezif ischen Promotors, der 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase aus Synechocystis spec 
PC6808 unter Kontrolle eines samenspezif ischen Promotors und y-To- 
copherol Methyltransf erase aus Arabidopsis thaliana unter Kon- 
trolle eines samenspezif ischen Promotors 

40 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Hydroxyphenylpyruvate- 
Dioxygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samen- 
spezif ischen Promotors exprimieren, 2 -Me- 
45 thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase aus Synechocystis spec 
PC6808 unter Kontrolle eines samenspezif ischen Promotors expri- 
mieren und y-Tocopherol-Methyltransf erase aus Arabidopsis thaliazia 
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unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors exprimieren, 
werden die Vektoren pSUN2-SBPP-Atymr35ST und pCR4 1 opoblun t - 
IieB4-IPP-SynMTl-nosT und pCR4topoblunt-USPP-AtHPPDocsT miteinan- 
der kpmbiniert. 

5 . • 

Das DNA Fragment bestehend aus US P- Promo tor, Hydroxyphenylpyru- 
vat- D i oxygena s e -Gen aus Arabidopsis thaliana und ocs-Terminati- 
onssequenz-1 wird aus dem Plasmid pCR4T0P0blunt/USPP-AtHPPD-ocsT 
als Srfl Fragment isoliert und in den mit Srfl verdauten- Vektor 
10 pSUN2-SBPP-AtyrMT 3 5 ST kloniert, der zuvor ebenfalls mit dem Re- 
striktionenzym Srfl verdaut wird. In das enstande Plasmid 

. pSUN2-SBPP-AtYTMT-35sT/ USPP-AtHPPD-ocsT, wird das DNA Fragment 

bestehend aus LeB-Promotor, 2 -Me- 
thyl - 6 -Phytylhydr o chinon-Me thyl trans f er as e aus Synechocystis spec 
IS FC6808 und nos-Terminationssequenz avis dem Plasmid pCR4T0P0blunt/ 
LeB-SynMTl-nosT als Srfl Fragment isoliert und in den mit Xhol 
verdauten Vektor pSUN2 -SBPP-At7TMT3 5 sT/USPP-AtHPPD-ocsT kloniert, 
nachdem die Xhol Enden aufgeftlllt wurden. 

20 Dieses Plasmid pSUN2-SBPP-AtyrMT35sT/USPP-AtHPPD--ocsT/rieB- 

SynMTl-nosT Abbildung 56) wird zur Erzeugung trans gener Brassica 
napus Pflanzen verwendet: 

Fragment A (1788Bp) in Abbildung 56 beinhaltet den Promotor . des * 
25 SBP-Gens aus Vicla fab a, Fragment B (1047Bp) kodiert ftir das y-To- 
copherol-Methyltransferase-Gen aus Arabidopsis thaliana, Fragment 
C (291Bp) kodiert ftlr den 35S-Terminator des Blumenkohlmosaikvi- 
rus. Fragment D (678Bp) beinhaltet den Promotor des *Unknow-Seed- 
Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment E (1338Bp) kodiert filr das 
30 Hydroxyphenylpyruvate-Dioxygenase-Gen aus Arabidopsis thaliana. 
Fragment F (713Bp) kodiert fttr das Terminationssignal^l des Octo- 
pin-Synthase Gens. Fragment G (2764Bp) beinhaltet den Promotor 
des LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment H (235Bp) kodiert fttr 
das Transitpeptid der A. thaliana Isopentehyl-pyrophosphat-Isome- 
35 rase-2. Fragment I (957Bp) kodiert ftir das 2-Methyl-6-Phytylhy- 
drochinol Methyl transferase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. 
Fragment J (272Bp) kodiert fiir das Terminationssignal des Nopa- 
lin-Synthase-Gens . ( 

40 Beispiel 69 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Hydroxyphenylpy- 
ruvate-Dioxygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines 
samenspezifischen Promotors, der 2 -Me- 
thyl - 6 -Phyty lhydr ochinon-Methy 1 trans f eras e aus Synechocystis spec 
45 PC6808 unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors 
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Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Hydroxyphenylpyruvate Dio- 
xygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors exprimieren, 2 -Me thyl-6 -Phytylhydr oquinon-Me - 
5 thyl transferase aus Synechocystis spec PC6808 unter Kontrolle 
eines samenspezifischen Promotors werden und pSUN2-USPP-AtHPPDoc- 
sT und der Vektor pCR4topoblunt-LeB4-IPP-?SynMTl-nosT miteinander 
kombiniert . 

* ■ 

10 Das DNA Fragment bestehend aus LeB-Promotor, 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Mtethyltransferase aus Synechocystis spec 
PC6808 und nos-Terminationssequenz wird aus dem Plasmid pCR4T0P0- 
blunt /LeB-SynMTl-nosT als Srf 1 Fragment isoliert und in den mit 
Xhol verdauten Vektor pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT kloniert, dessen 

15 Xhol Enden aufgefttllt werden. 

Dieses Plasmid pSUN2-USPP-AtHPPD-ocsT/LeB-SynMTl-nosT Abbildung 
57) wird zur Erzeugung transgener Brasslca napus Pflanzen verwen- 
det: 

20 

Fragment A (678Bp) in Abbildung 57 beinhaltet den Promotor des 
- w Unknow-Seed-Protein-Gens* aus Vicia faba, Fragment B (1338Bp)* 
kodiert fttr das Hydroxyphenylpyruvate-Dioxygenase-Gen aus Arabi- 
dopsis thaliana und Fragment C (713Bp) kodiert fttr das Terminati- 

25 onssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. Fragment D (2764Bp) bein- 
haltet den Promotor des LegxominB4-Gens aus Vicia faba, Fragment E 
(235Bp) kodiert fttr das Transitpeptid der A. thaliana Isopentenyl- 
pyrophosphat-Isomerase-2 . Fragment F (957Bp) kodiert fttr das 
2-Methyl-6-Phytylhydrochinol Methyltransf erase Gen aus Synechocy- 

30 stls sp. PCC6803. Fragment G (272Bp) kodiert fttr das Terminati- 
onssignal des Nopalin-Synthase-Gens . 

Beispiel 70 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der Hydroxyphenylpy- 
35 ruvate-Di oxygenase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines 
samenspezifischen Promotors und der Geranylgeranyl -pyrophosphate- 
Oxidoreductase aus Nicotiana tabacum unter Kontrolle eines samen- 
spezifischen Promotors und der Homogentisins&ure-Phytyltransfe- 
rase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspezif i- 
40 schen Promotors. 

Zur Herstellung von chim&ren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 
gener Brassica napus Pflanzen, die die Hydroxyphenylpyruvate Dio- 
xygenase axis Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines samenspe- 
45 zifischen Promotors exprimieren, die Geranylgeranyl -pyrophosp- 
hate-Oxidoreductase aus Nicotiaxia tabacum samenspezifischen ex- 
premier en, und Homogentisinsaure-Phytyltransf erase aus Arabidop- 
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sis thai i ana samenspezif ischen expremieren, werden die Vektoren 
pSDN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT/USPP-AtHPT-ocsT und pCR4topoblunt-USPP- 
AtHPPD-ocsT miteinander kombiniert. 

5 Das DNA Fragment bestehend aiis USP-Promotor, Hydroxyphenylpyru- 
vat- Dioxygenase aus Arabidopsis thaliana und ocs-Terminationsse- 
quenz-1 wird aus dem Plasmid pCR4T0P0blunt/USPP-AtHPPD-ocsT als - 
Srfl Fragment- isoliert und in den mit Xhol verdauten Vektor 
pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT/USPP-AtHPT-ocsT kloniert/ nachdem die . 
10 Xhol Enden zuvor mit der Klenow Polymerase gegl&ttet werden. 
Dieses Plasmid (pSUN2LeB4-NtGGPP0RnosT/USPP-AtHPPD-ocsT/USPP- 
AtHPT-ocsT Abbildung 58) wird zur Erzeugung transgener Brassica 
napus Pflanzen verwendet . 

15 Fragment A (678Bp) in Abbildung 58 beinhaltet den Promotor des 
^Unknow-Seed-Protein-Gens" aus Vicia faba, Fragment B (1338Bp) 
kodiert ftir das Hydroxyphenylpyruvate-Dioxygenase-Gen aus AraJbi- 
dopsis thaliana. Fragment C (713Bp) kodiert ftir das Terminations- 
signal-1 des Octopin-Synthase Gens. Fragment D (678Bp) beinhaltet 

20 den Promotor des *Ukknow-Seed- Protein-Gens* aus Vicia f&Jba, Frag- 
ment E (1182Bp) kodiert ftir das Homogentisinsaure-Phytyltransf e— 
rase-Gen aus Arabidopsis thaliana. Fragment F (713Bp) kodiert ftir 
das Terminationssignal-1 des Octopin-Synthase Gens. Fragment G 
(2764Bp) beinhaltet den Promotor des LeguminB4-Gens aus Vicia 

25 faba, Fragment H (1509Bp) kodiert ftir das Geranylgeranylpyro- 
phosphate-Oxidoreduktase-Gen aus Nicotiana tabacum Fragment I 
(272Bp) kodiert ftir das Terminations signal des Nopalin-Synthase- 
Gens: 

30 Beispiel 71 

Erzeugung von DNA Konstrukten zur Expression der 2 , 3 -Dime - 
thyl-5-Phytylplastochinol-Zyklase aus Synechocystis spec PC6808 
unter Kontrolle eines samenspezif ischen Promotors, der 2-Me- 
thyl-6-Phytylhydroquinon-Methyl transferase aus Synechocystis spec 
35 PC6808 unter Kontrolle eines samenspezif ischen Promotors und y-To- 
copherol- Methyltransf erase aus Arabidopsis thaliana unter Kon- 
trolle eines samenspezif ischen. Promotors . 

Zur Herstellung von chimMren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans - 
40 gener Brassica napus Pflanzen, die die 2, 3-Dimethyl-5-Phytylpla- 
stochinol-Zyklase aus Synechocystis spec PC6808 unter Kontrolle 
eines samenspezif ischen Promotors exprimieren, 2-Me- 
thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase aus Synechocystis spec 
PC6808 unter Kontrolle eines samenspezif ischen Promotors expri- 
45 mieren und y-Tocopherol-Methyltransf erase aus Arabidopsis thaliana 
unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors exprimieren, 



WO 02/072848 PCTYEP02/02492 

113 

werden die Konstrukte pSUN2-SBPP-At7TMT35ST/USPP-AtHPPD-ocsT/LeB- 
SynMTl-nosT und pCR4topoblunt/LeB-IPP-SynCyc-nosT verwendet. 

Das DNA Fragment bestehend aus LeB-Promotor , 2 # 3-Dimethyl-5-Phy- 
5 tylplastochinol-Zyklase aus Synechocystis spec PC6808 und nos- 
Terminationssequenz wird aus dem Plasmid pCR4topoblunt/LeB-IPP- 
SynCyc-nosT als EcoR5 Fragment isoliert und in den mit Srfl ver- 
dauten Vektor pSUN2-SBPP-AtryTMT-35ST/USPP«AtHPPD-ocsT/LeB- 
SynMTl-nosT kloniert, der zuvor mit dem Restriktionenzym Srfl 

10 verdaut wird, Dadurch wird die Expressionkassette bestehend axis 
USP-Promotor , Hydroxyphenylpyruvat-Dehydrogenase-^Gen aus Arabi- 
dopsis thaliana und ocs-Terminationsequenz gegen die Expression- 
kassette bestehend aus LeB-Promotor, die 2, S-Dimethyl-S-Phytyl- 
plastochinol- Zyklase-Genaus Synechocystis spec PC6808 und nos- 

15 Terminationssequenz, ausgetauscht . 

w * 

Dieses Plasmid pSU^-SBPP-At7TMT35sT/LeB-IPP-SynCyc-nosT/LeB-IPP- 
SynMTl-nosT Abbildung59) wird zur Erzeugung transgener Brassica 
napus Pflanzen verwendet, 

20 

Fragment A (1788Bp) in Abbildung 59 beinhaltet den Promoter des 
SBP-Gens aus Vicia faba, Fragment B (1047Bp) kodiert fttr das y-To- 
copherol-Methyltransferase-Gen aus Arabidopsis thaliana, Fragment 
C (29lBp). kodiert fiir den 35S-Terminator des Blumenkohlmosaikvi- 

25 rus. Fragment D ( 27 64Bp) beinhaltet den Promotor des Legu- 
minB4-Gens aus Vicia faba, Fragment E (235Bp) kodiert far das 
Transitpeptid der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isome- 
rase-2. Fragment F (llOOBp) kodiert ftlr das 2, 3 -Dimethyl -5 -Phy- 
tylplastoquinol Zyklase Gen aus Synechocystis sp. PCC6803. Frag- 

30 ment G (272Bp) kodiert fiir das Terminationssignal des Nopalin- 
Synthase- Gens. Fragment H (2764Bp) beinhaltet den Promptor des 
LeguminB4-rGens aus Vicia faba, Fragment I (235Bp) kodiert ftlr das 
Transitpeptid der A. thaliana Isopentenyl-pyrophosphat-Isome- 
rase-2. Fragment J (957Bp)* kodiert fttr das 2-Methyl-6-Phytylhy- 

35 drochinol Methyltransf erase Gen aus Synechocystis sp, PCC6803. 
Fragment K (272Bp). kodiert ftir das Terminationssignal des Nopa- 
lin-Synthase-Gens , 

Beispiel 72 

40 Erzeugung von UNA Konstrukten zur Expression der Tyros in-Amino- 
transf erase aus i?attus norvegicus unter Kontrolle eines samenspe- 
zifischen Promotors. 



Zur Herstellung von chimaren DNA Konstrukten zur Erzeugung trans- 

* 

45 gener A. thaliana, Nicotiana tabacvm bzw. B. napus Pflanzen, die 
die Tyrosin-Aminotransferase axis Rattus norvegicus (Seq. ID. No. 
1) unter Kontrolle eines samenspezifischen Promotors exprimieren, 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

il4 

wurde ein Deri vat des Vektors pGPTVkan (D.Becker, E. Kemper, j. 
Schell, R. Masterson. Plant Molecular Biology 20: 1195-1197, 
1992) verwendet. 

5 Dieser Vektor wurde so verMndert, dass er den samenspezifichen 
Promotor des Legumin B4 Gens (Kafatos et al., Nuc. Acid. 
Res. ,14(6) :270'7-2720, 1986), die Sequenz kodierend fOr das Trans- 
itpeptid der A.thaliana plastiden-spezif ischen Isopentenyl-pyro- 
phosphat Isomerase-2 (IPP-2) (Badur, unverof f entlicht) und das 
10 Terminationssignal der Nopalinsynthase aus A. tumefaciens (Depik- 
ker et al., J. Mol. Appl. Genet. 1, 561-73, 1982) enthait. 

Das DNA Fragment kodierend fiir das Tyros in^Aminotransf erase-Gen * 
aus Rattus norvegicus wurde als EcoR5 Fragment in den pPTVKan- 

15 LeP-IPPTPll kloniert, nachdem dieser mit dem Restriktionsenzym 
Sail verdaut und die Enden des linearis iert en Plasmides mit dem 
Klenow Enzym in glatte Enden tiberf tlhrt wurden. Dadurch wurde eine 
Translations fusion mit dem Trans itpeptid der IPP-2 erzeugt und 
somit ein Import der Tyros in-Aminotransf erase in die Plastiden 

20 gew&hrleistet . Dieses Plasmid pPTVkan-IPPTPll-TATaseRNnos (oder 
auch pPTVkan-LeB4-IPP-RnTATase-nosT bezeichnet, Abbildung 60) 
wurde zur Erzeugung transgener Brassica Napus bzw.. A. thallana 
Pflanzen verwendet. 

25 Fragment A (2764 bp) in Abbildung 60 beinhaltet den Promotor des 
LeguminB4-Gens aus Vicia faba, Fragment B (207bp) kodiert fiir das 
Transitpeptid der A.t2ialiana Isopentenyl-pyrophosphat-Isome- 
rase-2. Fragment C (1377 Bp) kodiert fiir das Tyros in- Amino trans - 
ferase-Gen aus -Rattus norvegicus. Fragment D (272Bp) kodiert ftir 

30 das Terminationssignal des Nopalin-Synthase Gens. 

■ 

Beispiel 73 ' 

Herstellung von Expressionskassetten enthaltend das Tyrosin-Ami- 
35 notransf erase-Gen aus Rattus norvegicus 

* 

Transgene Nlcotiana tabacum und Arabidopsis thaliana Pflanzen 
wurden erzeugt, die die Tyros in-Aminotransf erase aus Rattus 
norvegicus (Seq. ID. No. 1) unter Kontrolle des konstitutiven 
40 35S-Promotor des CaMV (Blumenkohlmosaikvirus) (Franck et al., 
Cell 21: 285-294, 1980) exprimieren. 

Die Grundlage des zur konstitutiven Expression der Tyro sin- Amino- 
transferase-! aus Rattus norvegicus erzeugten Plasmides war der 
45 pBinAR-IPP-Tp-10 (Ralf Badur, Dissertration Universitat GSttin- 
gen, 1998) . Dieser Vektor ist ein Derivat des pBinAR (Hdfgen und 
Willmitzer, Plant Sci.. 66: 221-230, 1990) und enthalt den 35S- 
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Promotor des CaMV ( Blumenkohlmosaikvirus ) (Franck et al. # 1980) 
das Terminations-signal des Octopin-Synthase Gens (Gielen et al. ( 
EMBO J. 3: 835-846, 1984) und die Sequenz kodierend ftlr das 
Transitpeptid der A. thaliana plastidenrspezif ischen Isopentenyl- 
5 pyrophpsphat Isomerase-2 (IPP-2) (Badur, unveroff entlicht) . Die 
unter Beriicksichtigung des korrekten Leserasters erfolgte Klonie- 
rung der Tyros in-Aminotransf erase aus Rattus norvegicus in diesen 
Vektor, erzeugt eine Translationsfusion der Tyrosin-Aminotransfe- 
rase mit dem plastid^ren Transitpeptid. Dadurch erfolgt ein 

10 Transport des Transgens in die Plastiden. 

Zur Erstellung dieses Plasmides wurde das Tyr osin-Ainino trans fe- 
rase-Gen unter Verwendung der flankierenden EcoRV Restriktions- 
schnittstellen axis dem Plasmid pGEM-T/Tyrosin-Aminotransferase 
isoliert. Dieses Fragment wurde unter Anwendung von Standardme- 

15 thoden in einen Smal geschnittenen pBinAR-IPP-Tp-10 ligiert 

(siehe Abbildung 61) Dieses Plasmid pBinAR-IPP-Tp~10 /Tyrosin-Ami- 
notransf erase (oder auch pBinAr-35sP-IPP-RnTATase-nQsT bezeich- 
net) wurde zur Erzeugung transgener Nicotiana tabacvm und A. tha- 
liana Pflanzen verwendet. 

20 

Fragment A (529 bp) in Abbildung 61 beinhaltet den 35S-Promotor 
des Blumenkohlmosaikvirus (Nukleotide 6909 bis 7437 des Blumen- 
kohlmosaikvirus) , Fragment B (207bp) kodiert ftir das Transitpep- 
tid der Isopentenyl-pyrophosphat Isomerase-2 , Fragment C (1377 
25 Bp) kodiert fttr das Tyrosin-Aminotransferase-Gen-1 aus Rattus 

norvegicus, Fragment D (208Bp) kodiert ftir das Terminationssignal 
des Octopin-Synthase Gens. 

Beispiel 74 

30 Herstellung trans&ener Arabidopis thaliana Pflanzen 

m 

Wildtyp Arabidopsis thaliana Pflanzen .(Columbia) werden mit dem 
AgraJbacterium tumefaciens Stamm (GV3101 [pMP90]) auf Grundlage 
einer modifizierten Vacuuminf iltrationsmethode trans formiert 

35 (Steve Clough und Andrew Bent. Floral dip: a simplified method 
for Agrobacterium mediated transformation of A. thaliana. Plant *J 
16(6)1735-43, 1998; der Bechtold, N. Ellis, J. und Pelltier,. G., 
in: Planta Agrobacterium-mediated gene transfer by infiltration 
of adult Arabidopsis thaliana plants. CRAcad Sci Paris, 1993,- 

40 1144 (2) :204-212) Die verwendeten Agrobacterium tumefaciens Zel- 
len werden im Vorfeld mit den vorstehend beschriebenen DMA Kon- 
strukten trans formiert. 

Samen der Prim^rtransf ormanden werden auf Grundlage der Antibio- 
45 tikaresistenz selektioniert . Antibiotika resistente Keimlinge 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

* 

116 

* * 

wurden in Erde gepflanzt und als vollentwickelte Pf lanzen zur 
biochemischen Analyse verwendet. 

Beispiel 75 

5 Herstellung. transgener Nicotiana t aba cum Pf lanzen. 

Zehn ml YEB-Medium mit Antibiotikum (5 g/1 Rinder-Extrakt, l.g/1 
Hef e-Extrakt , 5 g/1 Pepton, 5 g/1 Saccharose und 2 mMMgS04.) 
werden mit einer Kolonie von AgroJbacterium tumefaciens beimpft 
10 und tiber Nacht bei 28°C kultiviert. Die Zellen werden 20 min bei 
4°C, 3500 U/min in einer Tischzentrifuge pelletiert und danach in 
frischem YEB-Medium ohne Antibiotika unter sterilen Bedingungen 
resuspendiert . Die Z el 1 suspens i on wird ftLr die Transformation 
eingesetzt. 

15 

Die Wildtyp-Pf lanzen aus Sterilkultur werden durch vegetative Re- 
plikation erhalten. Dazu wird nur die Spitze der Pf lanze abge- 
schnitten und auf frisches 2MS-Medium in ein steriles Einweckglas 
ttberftihrt. Vom Rest der Pf lanze werden die Haare auf der Blatto- 
20 berseite und die Mittelrippen der Blatter entfernt. Die Blatter 
werden mit einer Rasierklinge in etwa 1cm 2 grofie Stiicke geschnit- 
ten. Die Agrobakterienkultur wird in eine kleine Petrischale 
tiberfiihrt (Durchmesser 2 cm). Die Blattstticke werden kuirz durch 

* 

diese Ldsung gezogen und mit der Blattunterseite auf 2MS-Medium 
25 in Petrischalen (Durchmesser 9 cm) gelegt, so da£ sie das Medium 
bertihren. Nach zwei Tagen im Dunkeln bei 25°C werden die Explan- 
tate auf Platten mit Kallusinduktionsmedium iiberfiihrt und in der 
Klimakammer auf 28 "C temperiert. Das Medium mufi alle 7-10 Tage ge- 
wechselt werden. Sobald sich Kalli bilden, wurden die Explantate 
30 in sterile Einweckgl&ser auf SproSinduktionsmedium mit Claforan 
(0,6 % BiTec-Agar (g/v) , 2,0 mg/1 Zeatinribose, 0,02 mg/1 Naphty- 
lessigsaure, 0,02 mg/1 Gibberelins£ure, 0,25 g/ml Claforan, 1,6 % 
Glukose (g/v) und 50 mg/1 Kanamycin) tiberfiihrt. Nach etwa einem 
Monat tritt Organogenese ein und die gebildeten Sprosse k6nnen 
35 abgeschnitten werden. Die Kultivierung der Sprosse wird auf 2MS- 
Medium mit Claforan und Selektionsmarker durchgef tihrt . - 
• Sobald sich ein krSf tiger Wurzelballen bildet, konnen die Pf lan- 
zen in Pikiererde getopft werden*. 

* 

40 

Beispiel 76 

Herstellung transgener Brasslca napus Pf lanzen. 

• * 

Die Herstellung transgener Raps Pf lanzen orientiert sich an einem 
45 Protokoll von Bade, J.B. und Damm,B. (in Gene Transfer to Plants, 
Potrykus, I. und Spangenberg, G., eds, Springer Lab Manual, 
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Springer Verlag, 1995, 30-38), in welchem auch die Zusammenset- 

to 

zung. der verwendeten Medien und Puffer angegeben ist. 

Die Trans format ionen erf olgt mit dem Agrobacterium tumefaciens 
5 Stamm GV3 101 [pMP90] . Zur Transformation wird das DNA Konstrukt 
welches eine spezifische Expression in Samen vermittelt verwendet 
(Abbildung 60) . DarOberhinaus werden Konstrukt welche eine spezi- 
fische Expression in Samen vermittelt verwendet, die in den Ab- 
bildungen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

10 17, 18, 19,. 20, 21, 22, 23,- 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 
33, 34, 35, 36, 37, 38,^39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 
49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 beschrieben sind. 
Samen von Brass ica napus var. Westar werden mit 70% Et h a n ol (v/v) 
oberfl&chensteril gemacht, 10 Minuten bei 55°C in Wa'sser gewa- 

IS schen, in l%iger Hypochlqrit-Ldsung (25% v/v Teepol,0,l% v/v 

Tween 20) fiir 20 Minuten inkubiert und sechsmal mit sterilem Was- 
ser ftir jeweils 20 Minuten gewaschen. Die Samen werden drei Tage* 
auf Filterpapier getrocknet und 10-15 Samen in einem Glaskolben 
mit 15 ml Keimungsmedium zur Keimung gebracht. Von mehreren Keim- 

20 lingen (ca. 10 cm grofc) werden die Wurzeln und Apices entfernt 
und die verbleibenden Hypokotyle in ca. 6 mm lange Sttlcke ge- 
schnitten. Die so gewonnenen ca.. 600 Explantate werden 30 Minuten 
mit 50 ml Basalmedium gewaschen und' in einem 300 ml Kolben tiber- 
fOhrt. Nach Zugabe von 100 ml Kallusinduktionsmedium werden die 

25 Kulturen fiir 24 Stunden bei 100 U/min inkubiert. 

Vom Agrobacterium Stamm wird eine tibernachtkultur bei 29°C in Lu- 
ria Broth-Medium mit Kanamycin (20mg/l) angesetzt, davon 2ml in 
50 ml Luria Broth-Medium ohne Kanamycin fttr 4 Stunden bei 29°C bis 
30 zu einer OD 6 6o von 0,4-0,5 inkubiert. Nach der Pelletierung der 
Kultur bei 2000 .U/min ftir 25 min wird das Zellpellet in 25 ml Ba- 
salmedium .resuspendiert. Die Konzentration der Bakterien in der 
Ldsung wird durch Zugabe von weiterem Basalmedium auf eine ODsoo* 
von 0,3 eingestellt. 

35 

Aus den Raps -Expl an t en wird das Kallus-lnduktionsmedium mit ste- 
rilen Pipetten entfernt, 50 ml Agrobakterium-Ldsung hinzugefiigt, 
vorsichtig gemischt und fiir 20 min inkubiert. Die Agrobacterien- 
Suspension wird entfernt, die Raps-Explante ftir 1 min mit 50 ml 

40 Kal lus - Induk t i onsmedium gewaschen und anschliefiend 100 ml Kallus- 
induktionsmedium hinzugef ligt . Die Co-Kultivierung wird fOr 24 h 
auf einem Rotiationsschtittler bei 100 U/min durchgef tihrt * Die Co- 
: Kultivierung wird durch Wegnahme des Kallus-Induktionsmediums ge- 
stoppt und die Expl ante zweimal fiir jeweils 1 min mit 25 ml und 

45 zweimal fttr 60 min mit jeweils 100 ml Waschmedium bei 100 U/min 
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gewaschen. Das Waschmedium mit den Explanten wird in 15 cm Petri- 
schalen tlberftlhrt und das Medium mit sterilen Pipetten entfernt, 

Zur Regeneration werden jeweils 20-30 Explante in 90 mm Petri- 
5 schalen liber f filar t , welche 25 ml Spr o Indukt i onsmedium mit Kana- 
mycin enthalten. Die Petrischalen werden mit 2 Lageh Leukopor 
verschlossen und bei 25 °C und 2000 lux bei Photoperioden von 16 
Stunden Licht/ 8 Stunden Dunkelheit inkubiert. Alle 12 Tage 
werden die sich entwickelnden Kalli auf frische Petrischalen mit 

10 Spr o£- Indukt ionsmedium umgesetzt. Alle weiteren Schritte zur Re- 
generation ganzer Pflanzen werden wie von Bade, J.B und Damm> B. 
(in: Gene Transfer to Plants, Potrykus , I. und Spangenberg, G., 
eds, Springer Lab Manual, Springer Verlag, 1995, 30-38) beschrie- 
ben durchgef tihft . 

15 Beispiel 77 

a) Charakterisierung der trans genen Arabidopsis thaliana und Ni- - 
cotiana tabacum Pflanzen. 

Die Tocopherol- und Tocotrienol-Gehalte in Blatter und Samen der 
20 mit den beschriebenen Konstrukten trarisf ormierten Pflanzen (Ara- 
bidopsis thaliana und Nicotiana tabacum) werden analysiert. Dazu 
werden die trans genen Pflanzen im Gewachshaus kultiviert und 
Pflanzen die das Gen kodierend ftlr die Tyrosin-Amino trans ferase-1 
aus Rattus norvegicus exprimieren auf Northern-Ebene analysiert. 
25 In BlMttern und Samen dieser Pflanzen wird der Tocopherolgehalt 
und der Tocotrienolgehalt ermittelt. 

Dazu wird das Blattmaterial von Pflanzen direkt nach der 
Probennahme in fl us si gem Stickstoff tiefgefroren. Der daran 
30 anschlie&ende AufschluE der Zellen erfolgt mittels einer Rtlhr- 
apparatur durch dreimalige Inkubation im Eppendorf schtittler bei 

■ 

30°C, 1000 rpm in 100 % Methanol ftir 15 Minuten, wobei die jeweils 
erhaltenen OberstSnde vereinigt wur den . 

35 Weitere Inkubationsschritte ergaben keine weitere Freisetzung von 
Tocopherolen oder Tocotrienolen. 

Um Oxidation zu vermeiden, wurden die erhaltenen Extrakte direkt 
nach der Extraktion mit Hilfe einer HPLC-Anlage (Waters Allience 

40 2690) analysiert. Tocopherole und Tocotrienole wurden ttber eine 
.reverse Phase S&ule ( ProntoSil 200-3-C30< R > , Fa. Bischoff) mit ei- 
ner mobilen Phase von 100 % Methanol getrennt und anhand von 
Standards (Fa. Merck) identifiziert . Als Detekt ions system diente 
die Fluoreszens der Substanzen (Anregung 295 nm, Emission 320 nm) 

45 die mit Hilfe eines Jasco Fluoreszensdetektors FP 920 nach- 
gewiesen wurde. 
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In alien Fallen war die Tocopherol- void oder Tocotrienol-Konzen- 
tration in transgenen Pflanzen, im Vergleich zu nicht transfor- 
mierten Pflanzen erh6ht. 

5 b) Charakterisierung der transgenen Brassica napus Pflanzen. 

* * 

* Urn zu veranschaulichen, daS durch die Expression des Tyros iri-Ami - 
no trans ferase-Gens aus Rattus norvegicus, Tyros in -Aminotrans fe- 
rase-Gens 1 aus Arabidposis thaliana, Tyros in-Amino trans f eras e- 

10 Gens 3 aus Arabidposis thaliana, Tyrosin-Aminotransferase-Gens 5 
aus Arabidposis thaliana oder Tyrosin-Aminotransf erase-Gens 6 aus 
Arabidposis thaliana alleine oder in Kombination mit zumindest 
einem weiteren Gen ausgewShlt aus der Gruppe Hydr oxypheny 1 - Pyru - 
vat-Dioxygenase-Gen aus Arabidopsis thaliana, Homogentisins&ure- 

15 Phytyltransferase-Gen aus Arabidopsis thaliana, Geranylgeranyl- 
pyrbphosphat-Oxidoredktase-Gen aus Nicotiana tabacum, 2-Me- 
thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase-Gen aus Synechocystis 
sp. PCC6803, 2,3-Dimethyl-5-PhytylplastocMnol-Zyklase-Gen Syn- 
echocystis sp. PCC6803, y^Tocopherol-methyltransf erase-Geri aus 

20 Arabidopsis thaliana und der Unterdriickung der Expression des Ho- 
mogentisinsclure-Dioxygenase-Gens, der Vitamin E-gehalt in Pf lan- 
zen erh6ht wird, werden die Tocopherol- und Tocotrienol-Gehalte 
in den Samen der mit den beschriebenen Konstrukten trans fonnier- 
ten Pflanzen (Brassica napus) analysiert. 

25 

Dazu werden die transgenen Pflanzen im Gewachshaus kultiviert und 
• auf Northern-Ebene analysiert. In Samen dieser Pflanzen wird* der 
Tocopherolgehalt und der Tocotrienolgehalt analog Beispiel 77 a) 
ermittelt. 

30 

Beispiel 78 

Herstellung transgener Arabidopsis thaliana Pflanzen, die die Ty- 
ros inaminotransf erase tlberexprimieren 

35 Wildtyp Arabidopsis thaliana Pflanzen (Columbia) wurden mit dem 
AgroJbacterium tumefaciens Stamm (GV3101 [pMP90]) auf Grundlage 
einer modifizierten Vakuuminf iltrationsmethode transformiert 
(Steve Clough und Andrew Bent. Floral dip: a simplified method 
for Agrobacterium mediated transformation of A. thaliana. Plant J 

40 16(6) :735-43, 1998; der Bechtold, N. Ellis, J. und Pelltier, G., 
in: Planta Agrobacterium-mediated gene transfer by infiltration 
of adult Arabidopsis thaliana plants. CRAcad Sci Paris, 1993, 
1144(2) :204-212) . 

45 Die verwendeten Agrobacterium tumefaciens Zellen war en im Vorfeld 
mit den Plasmiden pBinAR-35s-IPP-RnTatase-nbsT (Beispiel 73, Ab- 
bildung 61) und pPTVkan-LeB4-IPP-RnTATase-nosT (Beispiel 72, Ab- 
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bildung 60) gem&fi der von R. HSFGEN und L. WILLMITZER (Plant Sci. 
1990, 66, 221-230 und Nucleic Acids Res. 1988, Oct 25, 16(20), 
9877) beschriebenen Methode transformiert worden. 

5 Samen der Primar trans f ormanden wurden auf Grundlage der Anti- 
biotikaresistenz selektioniert . Antibiotika resistente Keimlinge 
wurden in Erde gepf lanzt und als vollentwickelte Pflanzen zur 
biochemischen Analyse verwendet. 

• 

10 Beispiel 79 

Herstellung transgener Brassica napus Pflanzen, die die Tyrosina- 
mino transferase tiberexprimieren 

Die Herstellung transgener Raps Pflanzen orientierte sich an 
15 einem Protokoll von Bade, J.B. und Damm,B. (in Gene Transfer 
to Plants, Potrykus, I . und Spangenberg, G., eds, Springer Lab 
Manual, Springer Verlag, 1995, 30-38), in welchem auch die 
Zusammensetzung der verwendeten Medien und Puffer angegeben ist. 

* 

20 Die Trans format ionen erfolgten mit dem Agrobacterxura twnefaciens 
Stamm GV3101 [pMP90] . Die verwendeten Agrobacterlum tumefaciens 
Zellen waren im Vorfeld mit dem Plasmid pPTVkan-LeB4-IPP-RnTA- 
Tase-nosT (Beispiel 72, Abbildung 60) gemaiS der von R. H&FGEN und 
L. WILLMITZER (Plant Sci. 1990, 66, 221-230 und Nucleic Acids 

25 Res, 1988, Oct 25, 16(20), 9877) beschriebenen Methode trans- 
formiert worden. 

Samen von Brassica napus var. Westar wurden mit 70% Ethanol (v/v). 
oberflachensteril gemacht, 10 Minuten bei 55°C in Wasser ge- 

30 waschen, in l%iger Hypochlorit-Ldsung (25 % v/v Teepol, 0, 1 %. v/v 
Tween 20) fur 20 Minuten . inkubiert und sechsmal mit .sterilem 
Wasser f(ir jeweils 20 Minuten gewaschen. Die Samen wurden 
drei Tage auf Filterpapier getrocknet und 10-15 Samen in einem 
Glaskolben mit 15 ml Keimungsmedium zur Keimung gebracht. Von 

35 mehreren Keimlingen (ca. 10 cm gro£) wurden die Wurzeln und 
Apices entfernt und die verbleibenden Hypokotyle in ca. 6 mm 
lange Stxicke geschnitten. Die so gewonnenen ca. 600 Explantate 
wurden 30 Minuten mit 50 ml Basalmedium gewaschen und in einem 
300 ml Kolben uberftthrt. Nach Zugabe von 100 ml Kallusinduktions- 

40 medium wurden die Kulturen ftLr 24 Stunderi bei 100 U/min 
inkubiert. 

Vom Agrobacterium Stamm wurde eine Ubemachtkultur bei 29°C in 
Luria Broth-Medium mit Kanamycin . (20mg/l) angesetzt, davon 2ml in 
45 50 ml Luria Broth-Medium ohne Kanamycin fiir 4 Stunden bei 29°C bis 
zu einer ODeoo von 0,4-0,5 inkubiert. Nach der Pelletierung der 
Kultur bei 2000 U/min f\ir 25 min wurde das Zellpellet in 25 ml 
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Basalmedium resuspendiert. Die Konzentration der Bakterien in der 
Losung wurde durch Zugabe von weiterem Basalmedium auf eine ODgoo 
von 0,3 eingestellt. 

5 Aus den Raps-Explanten wurde das Kal lus - Indukt ionsmedium mit 
sterilen Pipetten entfernt, 50 ml Agrobakterium-L6sung hinzu- 
geftigt, vorsichtig gemischt und ftir 20 min inkubiert. Die Agro- 
bac t er ien-Suspens i on wurde entfernt, die Raps-Explante ftir 1 min 
mit 50 ml Kal 1 us - Indukt i onsmedium gewaschen und anschlieSend 

10 100 ml Kal lus - Indukt ionsmedium hinzugeftigt. Die Co-Kultivierung 
wurde ftir 24 h auf einem Rotationsschtittler bei 100 U/min durch- 
gef tihrt. Die Co-Kultivierung wurde durch Wegnahme des Kallus- 
Indukt ionsmediums gestoppt und die Explante zweimal ftir jeweils 
1 min mit 25 ml und zweimal ftir 60 min mit jeweils 100 ml Wasch- 

15 medium bei 100 U/min gewaschen. Das Waschmedium mit den Exp 1 ant en 
wurde in 15 cm Petrischalen tiberfQhrt und das Medium mit sterilen 
Pipetten entfernt. 

Zur Regeneration wurden jeweils 20 bis 30 Explante in 90 mm 
20 Petrischalen tiber f tihrt , welche 25 ml Spr o£- Indukt i onsmedium 
mit Kanamycin enthielten. Die Petrischalen wurden mit 2 Lagen 
Leukopor verschlossen und bei 25°C und 2000 lux bei Photoperioden 
von 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit inkubiert. Alle 12 Tage 
wurden die sich entwickelnden Kalli auf f rische Petrischalen mit 
25 Sprofi-Induktionsmedium umgesetzt. Alle weiteren Schritte zur 
Regeneration ganzer Pflanzeri wurden wie von Bade, J.B und Damm, 
B* (in: Gene Transfer to Plants, Potrykus, I. und Spangenberg, 
G., eds, Springer Lab Manual, Springer Verlag, 1995, 30-38) 
beschrieben durchgef tihrt . 

30 

Beispiel 80 

Herstellung transgener JJacbtiana tabacum Pflanzen, die die Tyro- 
sinaminotransf erase tiberexprimieren 

35 Zehn ml YEB-Medium mit Antibiotikum (5 g/1 Rinder-Extrakt , 1 g/1 
Hef e-Extrakt, 5 g/1 Pepton, 5 g/1 Saccharose und 2 mM MgSOO 
wurden mit einer Kolonie von Agrobacteri vm tvmefaciens beimpft 
und tiber Nacht bei 28°C kultiviert. Die Zellen wurden 20 min bei 
4°C, 3500 U/min in einer Tischzentrifuge pelletiert und danach in 

40 frischem YEB-Medium ohne Antibiotika unter sterilen Bedingungen 
resuspendlert. Die Zellsuspension wurde ftir die Transformation 
eingesetzt . 

Die verwendeten Agrobacfcerium txunefaciens Zellen waxen im Vorfeld 
45 mit dem Plasmid pBinAR-35s-IPP-RnTatase-nosT (Beispiel 73, Abbil- 
dung 61) gemafc der von R. H5FGEN und L. WILLMITZER (Plant Sci. 
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1990, 66, 221-230 und Nucleic Acids Res. 1988, Oct 25, 16(20) , 
9877) beschriebenen Methode transformiert worden. 

* 

Die Wildtyp-Pflanzen aus Sterilkultur wurden durch vegetative 
5 Replication erhalten. Dazu wurde nur die Spitze der Pflanze 
abgeschnitten mid auf frisches 2MS-Medium in ein steriles Ein- 
weckglas tiberf xihrt . Vom Rest der Pflanze wurden die Haare auf der 
Blattoberseite und die Mittelrippen der Blatter entfernt. Die 
Blatter wurden mit einer Rasierklinge in etwa icm* groSe Stdcke 
10' geschnitten. Die Agrobakterienkultur wurde in eine kleihe Petri - 
schale xiberfiihrt (Durchmesser 2 cm) . Die Blattstticke wurden kurz 
durch diese LSsung gezogen und mit der Blattunterseite auf 2MS- 
Medium in Petrischalen (Durchmesser 9 cm) gelegt, so da£ sie das 
Medium bertihrten. 

Nach zwei Tagen im Dunkeln bei 25°C wurden die Explantate auf 
Platten mit Kallusinduktionsmedium xiberfiihrt und in der Klima- 
kammer auf 28°C temperiert. Das Medium mufite alle 7 bis 10 Tage 

* 

gewechselt werden. Sobald sich Kalli bildeten, wurden die 
20 Explantate in sterile Einweckgiaser auf Sprofiinduktionsmedium . 
mit Claforan (0,6 % BiTec-Agar (g/v) , 2,0 mg/1 Zeatinribose, 
0,02 mg/1 Naphthylessigsaure, 0,02 mg/1 Gibberelinsaure, 
0,25 g/ml Claforan, 1,6 % Glukose (g/v) und 50 mg/1 Kanamycin) 
(iberftthrt. Nach etwa einem Monat trat Organogenese ein und die 
25 gebildeten Sprosse konnten abgeschnitten werden. 

* 

Die Kultivierung der Sprosse wurde auf 2MS-Medium mit Claforan 
und Selektionsmarker durchgeftihrt . Sobald sich ein kraf tiger. 
Wurzelballen gebildet hatte, konnten die Pflanzen in Pikiererde 
30 getopft werden. 

Beispiel 81 

Charakterisierung der transgenen Pflanzen aus Beispiel 78, 79 und 
80 - 

35 

Die Tocopherol- und Tocotr ienol-Gehalte in Blatter und Samen der 
mit den beschriebenen Konstrukten transformiert en Pflanzen aus 
Beispiel 78, 79' und 80. (Arabidopsis thaliana, Brassica napus und 
Nicotlana tabacum) werden analysiert. Dazu wurden die transgenen 
40 Pflanzen im Gewachshaus kuitiviert und Pflanzen die das Gen 

kodierend fttr die Tyros in-Aminotransf erase aus Rattus noxvegicus 
exprimieren auf Northern-Ebene analysiert. In Biattern und Sa men 
dieser Pflanzen wurde der Tocopherolgehalt und der Tpcotrienolge- 
halt ermittelt. 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

123 

Dazu wird das Blattmaterial von Pf lanzen direkt nach der 
Probennahme in fltLssigem Stickstoff tiefgefroren. Der daran 
anschlieSende Aufschlufi der Zellen erfolgt mittels einer Rtihr- 
apparatur durch dreimalige Inkubation im Eppendorfschfittler bei 
5 30°C, 1000 rpm in 100 % Methanol fiir 15 Minuten, wobei die jeweils 
erhaltenen GberstSnde vereinigt wurden. 

■ 

Weitere Inkubationsschritte ergaben keine weitere Freisetzung von 
Tocopheroren oder Tocotrienolen. 

10 

Um Oxidation zu vermeiden, wurden die erhaltenen Extrakte direkt 
nach der Extraktion mit Hilfe einer HPLC-Anlage (Waters Allience 
269.0) analysiert. Tocopherole und Tocotrienole wurden (iber eine 
reverse Phase saule(ProntoSil 200-3-C3Q< R > ., Fa. Bischoff) mit ei- 
15 ner mobilen Phase von 100 % Methanol getrennt und anhand von , 
Standards (Fa. Merck) identif iziert . Als- Detektionssystem diente 
die Fluoreszens der Substanzen (Anregung 295 nm, Emission 320 nm) 
die mit Hilfe eines Jasco Fluoreszensdetektors FP 920 nach- 
gewiesen wurde. 

20 

Tabelle 1 zeigt das Ergebnis der Oberexpression der Tyrosinamino- 
transferase aus Rattus norvegicus in 16 Linien (Linie 1 bis 24) 
der transgenen Nicotiana tabacum, hergestellt nach Beispiel 80 im 
Vergleich zum Wildtyp (WT, 4 Replikanten) . Dargestellt in der 
25 zweiten Spalte ist der Gehalt an Vitamin E (Gesamtgehalt = Summe 
aller 8 Isomere) in jungem Blattmaterial in [jig/gFW] . In der 
dritten Spalte ist der Tocotrienol-Anteil der jeweiligen Linie 
am Gesamtgehalt Vitamin E in [Gew.-%] angegeben . 

* * 

30 Tabelle 1 



35 



40 



45 



Linie txansgener 
Nicotiana tabacum- 
Pflanzen aus 
Beispiel 80 


Gesamtgehalt vitamin E 
in [jig/gFW] .. 


Anteil Tocotrienole 
in [Gew.-%] bezogen 
auf den Gesamtgehalt 


1 


9,13 


48,5 . 


2 


2,95 


4,6 


3 


5,94 


49,5. 


4 


7,24 


5,8 


6 


5,97 


7,6 


7 


8,02 


6,4 


9 


16,26 


53,1 


10 


8,95 


41,3 


11 


13,28 


51,6 


16 


8,96 


42,9 


17 


3,99 


3,2 


18 


10,58 


51,7 


19 


7,57 


41,3 


24 


14,76 


56,7 


WT n=4 


5,4 +/-0,5 


4,75 +/- 2,4 



WO 02/072848 PCT7EP02/02492 

124 

Abbildung 63 zeigt grafisch das Ergebnis der Oberexpression 
der Tyros inaminotransf erase aus Rattus norvegicus in Nicotiana 
tabacum (Beispiel 80) im Vergleich rum Wildtyp. Dargestellt 
sind die Gehalte an Vitamin E (Summe aller 8 Isomers) in jungem 
5 Blat tmat erial . Die Achsenbeschriftung kennzeichnet die einzelnen 
transgenen Linien. Die dargestellten Werte bei den Wildtyp^ 
pflanzen (wt) entsprechen dem Mittelwert +/- SD von 4 Replikaten 

10 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Herstellung von Vitamin E durch Kultivierung 

5 von Organismen die gegeniiber dem Wildtyp eine erhohte Tyrosi- 
namlnotransferase-Aktivitat aufweisen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS man 
zur Erh8hung der Tyrosinaminotransferase-Aktivitat die Genex- 

10 pression einer Nukleins&ure kodierend eine Tyrosinaminotrans- 

f erase gegenuber dem Wildtyp erhoht. 

3 . Verfahren nach Anspruch 2 , dadurch gekennzeichnet , daS man 
zur Erhahung der Genexpression Nukleinsauren codierend eine 

15 Tyrosiriaminotransf erase, in den Organisnms einbringt. 

* • 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da£ man 
Nukleinsauren einbringt, die Proteine kodieren, enthaltend 
die Airdnosauresequenz SEQ. ID, NO. 2 oder eine von dieser Se- 

20 quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Amino- 

s&uren abgeleitete Sequenz, die eine Identit&t voh mindestens 
20 % auf Aminos£ureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2, und 
die die enzymatische Eigenschaft einer Tyrosinaminotransf e- 
rase aufweisen. 



25 



5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi man 

eine Nukleins&ure, enthaltend die Sequenz . SEQ . ID. NO. 1 ein- 



30 6. .Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Organismen zusMtzlich gegeniiber dem Wildtyp 
eine erhShte Aktivitat mindestens einer der Aktivitaten,. aus- 

■ 

gewahlt aus der Gruppe Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Akti- 
vitat , Homogentis.at-Phytyltransf eras e-Aktivi tat , Geranyl-Ge- 
35 ranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat , 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase-Aktivi tat , Toco- 
pherolcyclase-Aktivitat und Y-Tocopherol-Methyltransf erase- 
Aktivitat aufweisen. 

* 

i * 

w ■ * 

40 7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daS man 
zur zusatzlichen Erhohung mindestens einer der Aktivitaten, 
die Genexpression mindestens einer Nukleinsaure aiisgewahlt 
aus der Gruppe, Nukleinsauren kodierend eine Hydroxyphenylpy- 
ruvat-Dioxygenase, Nukleinsauren kodierend eine Homogentisat- 

45 Phytyl transferase, Nukleinsauren kodierend eine Geranyl-Gera- 

nyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase; Nukleinsauren kodierend eine 
2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl trans f erase , Nukleinsauren 
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kodierend eine Tocopherolcyclase und Nukleinsauren kodierend 
eine 7-Tocopherol-Methyltransf erase gegentlber dem Wildtyp er- 
h6ht . 

* 

5 8. Verf ahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet/ da£ man 

zur Erh6hung der Genexpression mindestens einer der Nuklein- 
sauren, mindestens eine Nukle ins Mure ausgewahlt aus der 
Gruppe, Nukleinsauren kodierend eine Hydroxyphenylpyruvat- 
Dioxygenase, Nukleinsauren kodierend eine Homogentisat-Phy-^ 

10 tyl transferase, Nukleinsauren kodierend eine Geranyl-Geranyl- 
Pyrophosphat-Oxidoireduktase, Nukleinsauren kodierend eine 
2 -Methyl-6 -Phytylhydrochinon-Methyl trans f erase , Nukleinsauren 
kodierend eine Tocopherolcyclase und Nukleinsauren kodierend 
eine Y-Tocopherol-Methyltransf erase in den Organismus ein- 

15 bringt. 

9. Verf ahren nach einem der Ansprttche 1 bis. 8, dadtirch gekenn- 
zeichnet, dafi die Organismen gegentiber dem Wildtyp* zusatzlich 
eine reduzierte Aktivitat mindestens einer der Aktivitaten, 

20 ausgewahlt aus der Gruppe Homogentisat-Dioxygenase-rAktivitat, 

Maleylacetoacetat-Isomerase-Aktivitat und Fumarylacetoacetat- 
Hydrolase- Aktivitat aufweisen. 

10. Verf ahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi man 
25 zur zuscltzlichen Reduzierung mindestens einer der Aktivita- 

* 

- ten, die Genexpression mindestens einer Nukleinsaure , ausge- 
wahlt aus der Gruppe Nukleinsauren kodierend eine Homogenti- 
sat-Dioxygenase, Nukleinsauren kodierend eine Maleylacetoace- 
tat-Isomerase und Nukleinsauren kodierend eine Fumarylacetoa- 
30 cetat-Hydrolase gegentiber dem Wildtyp reduziert. 

11. Verf ahren gemafc Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
da£ die Organismen eine reduzierte Homogentisat-Dioxygenase- 
Aktivitat aufweisen. 

35 

12. Verf ahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichh§t, daS man 
in den Organismus eine PNA einbringt, die einen Bereich mit 
Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem Bereich eine ■ 
Nukleinsauresequenz aufweist, die mit einem TeiJ der Organis- 

40 mus eigenen Nukleinsaure, codierend eine Homogentisat-Dioxy- 

genase idehtisch ist. 

13. Verf ahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS man als Organismus eine Pflanze. verwendet . 

45 
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14. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, da& man nach dem Kultivieren den Organismus erntet 
und die Vitamin- E-Verbindungen ans c hi ie fiend aus dem Organis- 
mus isoliert* . 

5 

15. Nukleins&urekonstrukt, enthaltend eine Nukleins&ure codierend 
eine Tyrosinaminptransf erase, die mit einem oder mehreren 
Regiilationssignalen funktionell verkntipft sind, die die 
Transkription und Translation in Organismen gewahrleisten. 

10 

16. Nukleins&urekonstrukt nach Anspruch 15, dadurch gekennzeich- 
net, da£ die Regulationssignale einen oder mehrere Promotoren 
en thai ten, die die Transkription und Translation in Organis- 
men gew&hrleisten. 

15 

4 * 

17. Nukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 15 oder 16 dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ man als Nukl e ins &ur e codierend eine Tyrbsi- 
naminotransf erase ein Nukl e i n s £ur en verwendet, die Proteine 
kodiert, enthaltend die Aminos&uresequenfc SEQ. ID. NO. 2 oder 

20 eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder 

Deletion von Aminos aur en abgeleitete Sequenz , die eine Iden- 
tit&t von mindestens 20 % auf Aminos&ureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 2, und die die enzymatische: Eigenschaft einer 
Tyrosinaminptransf erase aufweist. 

25 

18. Nukle ins Sur ekons t rukt nach einem der Anspruch 15 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, da£ man Regulationssignale verwendet, 
die die Transkription und Translation in Pflanzen gew&hrlei- 
sten. 

30 

19. Nukleins&urekonstrukt nach Anspruch 18, enthaltend zus&tzlich 
eine NukleinsSure kodierend ein plastid&res 



20. NukleinsMurekonstrukt nach einem der Ansprtiche 15 bis 19, 
35 enthaltend zus^tzlich eine, zwei oder drei NukleinsSuren, 

ausgewShlt aus der Gruppe Nukle ins Sur en kodierend eine Hydro- 
xyphenylpyruvat-Di oxygenase, Nukl e ins aur en kodierend eine Ho- 
mogentisat-Phytyl transferase, Nukl e ins aur en kodierend eine 
Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase , Nukleins&uren 

40 kodierend eine 2-Me- 

thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase, Nukleirisauren ko- 
dierend eine Tocopherblcyclase und NukleinsSuren kodierend 
eine y-Tocopherol-Methyl transferase, die mit einem oder meh- 
reren Regulationssignalen funktionell verknupft sind, die die 

45 Transkription und Translation in Organismen gewShrleisten. 
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21. Nukleinsaurekonstrukt nach einem der Anspruche 15 bis 20, 
enthaltend zusatzlich fun3ctionell verknttpft eine RNA, die ei- 
nen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem 
Bereich eine Nukleins§uresequenz aufweist, die mit einem Teil 

5 einer Nukle ins Sure, codierend eine Homogentisat^Dioxygenase 
identisch ist. 

* * ■ 

22. Kombination aus Nukl e ins &ur ekons truk t en , wobei die Kombina- 
tion ein Nukleinsaurekonstrukt gem&£ einem der Ansprttche 15 

10 bis 21 und 

* 

a) mindestens ein weiteres Nukleinsaurekonstrukt, ausgew&hlt 
aus. der Gruppe A bis P 

15 A Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend Nukleins&uren codierend 

eine Hydroxyphenylpyruvat-Di oxygenase, die mit einem oder 
mehreren Regulationssignalen funktionell verknttpft sind, 
die die Transkription und Translation in Organismen ge- 
wShrleisten, 

20 

B Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend Nukleins^uren codierend 
eine Homogentisat-Phytyl transferase, die mit einem oder 
mehreren Regulationssignalen funktionell verknttpft sind, 
die die Transkription und Translation in Organismen ge- 
25 wahrleisten und 

C Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend Nukleins£uren codierend 
eine Geranyl-Geranyl-Pyrophbsphat-Oxidoreduktase, die mit 
einem oder mehreren Regulationssignalen funktionell ver- 
30 knttpft sind, die die Transkription und Translation in Or- 

ganismen gewclhrleisten, 

^ i 

D Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend NukleinsMuren codierend 
eine 2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyl transferase, die 
35 mit einem oder mehreren Regulationssignalen funktionell 

verknttpft sind, die die Transkription und Translation in 
Organismen gewslhrleisten, 

E Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend NukleinsSuren codierend 
40 eine Tocopherolcyclase, die mit einem oder mehreren 

Regulationssignalen funktionell verknttpft sind,. die die 
Transkription und Translation in Organismen gewfihrleisten 
und 



45 



F Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend Nukl e ins Sur en codierend 
eine y-Tocopherol -Methyl transferase, die -mit einem oder 
mehreren Regulationssignalen funktionell verknttpft sind, 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

* 

129 

die die Transkription und Translation in Organismen ge 



b) mindestens ein wei teres NUkleihsaurekonstrukt, enthaltend 

* * 

zwei, drei oder vier Nukleins&urekonstrukte, ausgewShlt axis 

• * 

der Gruppe der Nukleins&urekonstrukte A bis F, 

* 

* * 

t 

10 umfasst. 

* 4 + 

J 

23. Kcrabination von Nukleinsaurekonstrukten gem&S Anspruch 22, . 
dadurch gekennzeichnet, da£ die Regulationssignale einen oder 
mehrere Promotoren und einen oder mehrere Terminatoren ent- 
15 halten, die die Transkription und Translation in Organismen 



24. Kambination von NukleinsSurekonstrukten gemaS Anspruch 23 , 

dadurch gekennzeichnet, daS man Regulationssignale verwendet, 
20 die die Transkription und Translation in Pflanzen gew&hrlei- 



25, Genetisch veranderter Organismus, wobeidie genetische 

VerSnderung die Aktivitat einer T^osinaminotransf erase ge- 
25 genuber einem Wildtyp erhaht. 



26. Genetisch ver&iderter Organismus nach Anspruch 25, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Erh.6h.ung der tyrosinaminotransf erase- 
Aktivit&t durch eine ErhQhung der Genexpression einer Nu- 

30 kleinsaure codierend eine Tyrosinaminotransf erase gegentlber 

dem Wildtyp bewirkt wird. 

27. Genetisch veranderter Organismus nach Anspruch 26, dadurch 
gekennzeichnet, dafc man zur Erhohung der Genexpression Nu- 

35 kleins^uren codierend eine Tyrosinaminotransf erase, in den 

Organismus einbringt. 

+ * * 

28. Genetisch veranderter Organismus nach Anspruch 27, dadurch 
gekennzeichnet, da£ man Nukleins&uren einbringt, die Proteine 

40 kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 

+ 

oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion 
oder Deletion von AminosMuren abgeleitete Sequenz, die eine 
Identitat von mindestens 20 % auf Aminos&ureebene mit der Se- 
quenz SEQ. ID. NO. 2, und. die die enzymatische Eigenschaft 
45 einer Tyrosinaminotransf erase aufweisen. 
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29. Genetisch veranderter Organismus nach Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet/ da£ der Organismus mindestens eine exogene . 
Nukleinsaure codierend eine Tyrosinamino trans f erase oder min- 
destens zwei endogene Nukleinsauren codierend eine Tyrosxna- 

5 minotransf erase enthalt. 

30. Genetisch veranderter Organismus nach einem der Ansprtiche 25 
bis 29, dadurch gekennzeichnet/ daS die genet ische Verande- 
rung zusatzlich mindestens eine der Aktivitaten, ausgewahlt 

10 aus der Gruppe Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase-Aktivitat, 

Homogentisat-Phytyltransf erase-Aktivitat , Ge r any 1 -Ger any 1 - Py- 
rophosphat-Oxidoreduktase-Aktivitat, 2-Me- 
• thyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransf erase-Aktivitat, Toco- 
pherplcyclase-Aktivitat und y-Tocopherol-Methyltrahsferase- 

15 Aktivitat gegentiber einem Wildtyp erhSht. 

31. Genetisch veranderter Organismus nach Anspruch 30, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die ErhShung mindestens einer der Aktivi- 
taten durch eine Erh6hung der Genexpression mindestens einer 

20 Nukleinsaure, ausgewahlt aus der Gruppe, Nukleinsauren ko- 

dierend eine Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase, Nukleinsauren 
kodierend eine Homogentisat-Phytyl transferase , Nukleinsauren 
kodierend eine Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat-Oxidoreduktase, 
Nukleinsauren kodierend eine 2-Methyl-6-Phytylhydrochinon* - 

25 Methyltransferase, Nukleinsauren kodierend eine Tocopherolcy- 

clase und. Nukleinsauren kodierend eine y-Tocopherol-Methyl- 
transf erase, gegentiber dem Wildtyp bewirkt wird. 

32. Genetisch veranderter Organismus nach Anspruch 31, dadurch 
30 gekennzeichnet, dafi der Organismus mindestens eine exogene 

Nukleinsaure kodierend eine Hy dr oxypheny lpyru va t -Di oxygenas e 
oder zwei oder mehr endogene Nukleinsauren. kodierend eine Hy 
dr oxypheny Ipyruvat-Di oxygenase und/oder mindestens eine ex- 
ogene Nukleinsaure kodierend eine Homogentisat-Phytyltransf e 
35 rase oder zwei oder mehr endogene Nukleinsauren kodierend 

eine Homogentisat-Phytyltransf erase und/oder mindestens eine 
exogene Nukleinsaure kodierend eine Geranyl-Geranyl-Pyro- 
phosphat-Oxidoreduktase oder zwei oder mehr endogene Nuk- 
leinsauren kodierend eine Gerahyl-Geranyl*-Pyrophosphat-Oxido 
40 reduktase und/oder mindestens eine exogene Nukleinsaure ko- 

dierend eine 2-Bfethyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferase 
oder zwei oder mehr endogene Nukleinsauren kodierend eine 
2-Methyl-6-Phytylhydrochinon-Methyltransferas'e und/oder min- 
destens eine exogene Nukleinsaure kodierend eine Tocopherol - 
45 cyclase oder zwei oder mehr endogene Nukleinsauren kodierend 

eine Tocopherolcyclase und/oder mindestens eine exogene Nuk- 

kodierend eine y-Tocopherol-Methyltransferase oder 
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zwei oder mehr endogene Nukl e ins Mur en kodierend eine y-Toco- 
pherol-Methyltransf erase, enthalt. 

33. Genet iscli veranderter Organismus nach einem der Ansprtiche 25 
5 bis 32, dadurch gekennzeichnet, da£ die genet ische Verande- 

rung zusatzlich mindestens eine der Aktivitaten, ausgewahlt 
avis der Gruppe, Homogentisat-Dioxygenase-Aktivitat, Maleyla- 
cetoacetat-Isomerase-Aktivitat und Fumarylacetoacetat-Hydro- 
lase-Aktivitat gegentiber einem Wildtyp reduziert. 

10 

34. Genetisch veranderter Organisntus nach Anspruch 33/ dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Reduzierting mindestens einer der Ak- 
tivitaten durch eine Reduzierung der Genexpression mindestens 
einer Nukleinsaure, ausgewahlt aus der Gruppe Nukleinsauren 

15 kodierend eine Homogentisat-Dioxygenase, Nukleinsauren ko- 

dierend eine Maleylacetoacetat-Isomerase und Nukleinsauren 
kodierend eine Fumarylacetoacetat-Hydrolase, gegentiber dem 
Wildtyp bewirkt wird. 

20 35. Genetisch veranderter Organismus nach einem der Ansprtiche 25 
bis 34, dadurch gekennzeichnet, daS der genetisch veranderte 
Organismus gegentiber dem Wildtyp einen erhohten Vitamin E-Ge- 
halt aufweist. 

25 36. Genetisch veranderter Organismus nach einem der Ansprtiche 25 
bis 35, dadurch gekennzeichnet dafi man als Organismus eine 
Pflanze verwendet. 

37. Verwendung eines genetisch veranderten Organismus nach einem 
30 der Ansprtiche 25 bis 36 zur Herstellung von Vita min E. 

38. Verwendung der genetisch veranderten Organismen nach einem 
der Ansprtiche 25 bis 36 als Futter- und Nahrungsmittel, zur 
Herstellung von prozessierten Lebensmittel, zur Herstellung 

35 von Vitamin E^haltigen Extrakten der Organismen oder zur Her- 

. stellung von Futter- und Nahrungserganzungsmittel . 

39. Verfahren zur Herstellung von genetisch veranderten Organis- 
men gemas einem der Ansprtiche 25 bis 36, dadurch gekennzeich- 

40 net,, daft man Nukleinsauren gemafi einem der Ansprtiche 1 bis 12 

oder Nukleinsaurekonstrukte gemaS einem der Ansprtiche 15 bis 
21 oder Kombinationen von Nukleinsaurekonstrukten gemafi einem 
der Ansprtiche . 22 bis 24 in das .Genom des Ausgangsorganismus 
einf tihrt . 

45 
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40. Verwendung der Nukleinsauren gemaS einem der Ansprtiche 1 bis 
12 Oder der Nukleins&urekonstrukte gem££ einem der Ansprttche 
15 bis 21 oder der Kombinationen von Nlikleinsaurekonstrukten 
gemafi einem der Anspr&che 22 bis 24 zur ErhShung des Gehalts 
5 an Vitamin E in Organismen, die als Wildtyp in der Lage sind, 

Vitamin E zu produzieren. 
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Abbildung 1: 
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Abbildung 3 : pSUN2-USPP-AtTATasel-nosT 
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pSUN2-USPP-AtTATase6-nosT 
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Abbi Idling 8: pSUN2-DSP-AtHPPD-ocsT 
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Abbildung 9t pSUN2-0SP-AtHPT-OCST 
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pSUN2-Leb4-IPP-SynMTl-nosT 
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Abbi ldung lis pSUN2-LeB4-IPP-SynCyc-nosT 



* # 
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Abbildung 12: pSUN2-SBPP-At7TMT-35sT 
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Abbildung 13 x 



pSUJte-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnH<*^ 
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Abbildung 14: 



pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-OCST-USPP-AtTATasel-I10ST 
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Abbildung 15: 



pSUN2-Pvic-*BnHGD--STIxSl-a*BilHGD-OCST-USPP-AtTATafie3-nosT 
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pSDira-Pvic-*BnHGD-STriSl-a*BnHGI>^CST-USPP-AtTATase5-nosT 



NdeL 
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Abbildung 17: 



pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-OCST-USPP-AtTATase6-nosT 
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Abbildung 18: pSUN2-Leb4-NtGGPPOR-nosT-USPP-rbcS-RnTATa8e- 

* 

nosT 
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Abbildung 19 : pST3N2-Leb4-NtGGPPOR-nosT-USPP-A.tTATasel-nosT 
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Abbildung 20: pSUN2-Leb4-NtGGPPOR-nosT-USPP-AtTATase3-nosT 
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pSUN2-Leb4-NtGGPPOR-nosT-USPP-AtTATase5-nosT 



Ndel . 
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Abbilduag 22 : pSUN2-Leb4-NtGGPPOR-nosT-USPP-A.tTATase6-nosT 
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Abbildung 23 : pSUN2-USP-AtHPPD-ocsT-USPP-rbcS-RnTATase-nosT 
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Abbi ldxing 24: pSUN2-USP-AtHPPD-ocsT-USPP-AtTATasel-nosT 
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Abb il dung 25 s pSUN2-USP-AtHPPD-ocsT-USPP-AtTATase3-nosT 
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Abbildung 26: pSUN2-USP-AtHPPD-ocsT-USPP-AtTATase5-nosT 
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Abbildung 27 : pS01J2-USP-AtHPPD-ocsT-USPP-AtTATase6-nosT 



Ndel 
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Abbildung 28 : pSUN2-USP-AtHPT-ocsT-USPP-rbcS-RnTATase6-nosT 



.Ndel 
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Abbildung 29: pSUN2-USP-AtHPT-ocsT-USPP-AtTATasel-nosT 



Ndel 
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Abbildung 30: pSUN2-USP-AtHPT-ocsT-USPP-AtTATase3-nosT 



.Ndel 
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Abbildung 31: pSTJN2-USP-AtHPT-oCST-USPP-AtTATase5-nosT 
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Abbildung 32: pSUN2-USP-AtHPT-OCST-USPP-AtTATase6-nOST 



.Ndel 
■ .Nde! 



Ndel 




12466bps 
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Abbildung 33: pSUN2-Leb4-IPP-SynMTl-nosT-USPP-rbcS-RnTATase 
nosT 



Ndel 



Ndel 



14368 bps 
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Abbildung 34: pSUN2-Leb4-IPP-SynMTl-nosT-USPP-AtTATasel-nosT 



Ndel 
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Abbildung 35: pSUN2-Leb4-IPP-SynMTl-nosT-USPP-AtTATase3-nosT 
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Abb il dung 36: pSUN2-Leb4-IPP-SynMTl-nosT-USPP-AtTATase5-nosT 
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Abbildung 37 1 pSUN2-Leb4-IPP-SynMTl-nosT-nSPP-AtTATase6-nosT 
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Abbildung 38: pSUN2-Iieb4-IPP-SynCyc-noBT-USPp-rbcS-FnTA- 
Tase-nosT 




.Ndel 
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Abbi ldung 39 : pSUN2-Leb4-lPP-SynCyc-nosT-USPP-AtTATasel-nosT 



t 
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Attbildung 40: pSUN2-Leb4-IPP-SynCyc-nosT-USPP-AtTATase3-nosT 
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Abb i ldxing 41: pSTJN2 -Leb4 -IPP- SynCyc -no sT-USPP- At TATase 5 -nosT 
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Abbildung 42: pSIJN2--Iieb4-IPP--SyiiCyc-xiosT-USPP-AtTATase6--irosT 
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Abbildung 43 1 pSUN2-SBPP-AtyTMT-nosT-USPP-rbcS-RnTATase-xiosT 



.Ndel 



Ndel. 
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Abbildung 44: pSUN2-SBP-AtYEMT-nosT-USPP-AtTATasel-nosT 
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Abbildung 45: pSUN2-SBP-AtyiMT-nosT-USPP-AtTATase3-xiosT 
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Abbildung 46: pSUN2-SBP-At7TMT— nosT-USPP-AtTATase5-nosT 
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Abbildung 47: pSUN2-SBP-AtYEMT-nosT-USPP-AtTATase6-nosT 
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Abbildung 48: 

pSUN2-Pvic-*BiiHGD-STLSl-a*BnHGD-OCSaS-LeB4-NtGGPPOR-nosT 
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pSUN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BnHGD-OCST-USPP-AtHPPrKocsT 



Ndel 
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14508 bps 
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pSDN2-Pvic - * BnHGD- STLS l-(X*BnHGD-OC ST-USPP-AtHPT-OC8T 
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Abbildung 51 



pSDN2-Pvic-*BnHGD-STLSl-a*BimGD-OCST-LeB4-IPP-SynMTl-nbsT 




15947 bps 
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Abbildung 52 



pSUN2-Pvic-*BnHGI^STLSl-a*BiiHGD-OGST-LeB4-IPP-SyilMTl-XlOST 
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Abbildung 53: 

pSUN2-Pvic-*BnHGI>-STLSl-a*BxiHGD-ocsT~SBPP-AtYrMT--356T 
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Abbildung 54: pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT-USPP 



PCT/EP02/02492 
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Abbi Idling 55 * pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT-USPP-AtHPT-ocsT 



/ 



.Ndel 
' .Ndel 



Ndel 
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Abbildung 56 



pSUN2-SBPP-AtgTMT-3 5 ST-USPP-AtHPPD-OCST-LeB-SynMTl-n08T 
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Abbildung 57: 



pSTJN2 -DSPP-AtHPPD-OCST-IieB-SyuMTl-llOST 
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Abbi ldung 58: 



pSUN2-LeB4-NtGGPPOR-nosT-TJSPP-AtHPPD-OCST-USPP-AtHPT-OSCT 




Ndet 
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Abbildung 59: 

pSDN2-SBP-Aty0^-35sT-I*eB4-IPP-SynCyc-iiosT-IieB4-IPP- 
SyuMTl-nosT 
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Abbi Idling 60 



pBirtAR-IPP-TP1 0-TATaseRN-ocs 
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Abbildung 61: 

pPTVkanLeP-IPPTp11-TATaseRN 
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Abbildung 63 





WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

SEQUENZPROTOKOLL 

<110> SunGene GmbH & do. KGaA 

<120> Erhohung des Vitamin-E-Gehalts in Organismen durch 
Erh6hung der Tyros inamino trans ferase-A3ctivi tat 

* 

<130> 0817/00021 

<140> 
<141> 

<160> 58 

<170> Patentln Vers. 2,0 

<210> 1 
<211> 1377 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (1371) 

<400> 1 

gat ate atg gac tec tac 
Asp lie. Met Asp Ser Tyr 
1 5 

tec tea gtt ctg gat gtg 
Ser Ser Val Leu Asp Val 

20 

caa gga aga aag aaa ggc 
Gin Gly Arg Lys Lys Gly 

35 

gac atg tec aat aag ace 
Asp Met Ser Asn Lys Thr 
50 

atg aag gtg cag ccc aat 
Met Lys Val Gin Pro Asn 
65 70 

ggg gac cct act gtg ttt 
Gly Asp Pro Thr Val Phe 

85 



gtg att cag acg gat gtc gac gac age ttg 48 
Val lie Gin Thr Asp Val Asp Asp Ser Leu 

10 15 

cat gtc aat att ggt ggg aga aac teg gta 96 
His Val Asn lie Gly Gly Arg Asn Ser Val 

25 30 

agg aag gec aga tgg gac gtg aga ccc tct 144 
Arg Lys Ala Arg Trp Asp Val Arg Pro Ser 
40 45 

ttc aat ccc ate cga gec ate gtg gac aac 192 
Phe Asn Pro lie Arg Ala lie Val Asp Asn 
55 60 

ccg aac aag acc gtg att tct ctg tea att 240 
Pro Asn Lys Thr Val lie Ser Leu Ser lie 

75 80 

ggg aac ctg cct aca gac cct gaa gtt acc 288 
Gly Asn Leu Pro Thr Asp Pro Glu Val Thr 

90 95 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

2 

caa gcc atg aaa gat gcc ctg gac teg ggg aag tac aat ggc tat gec 336 
Gin Ala Met Lys Asp Ala Leu Asp Ser Gly Lys Tyr Asn Gly Tyr Ala 

100 105 110 

ccg tec ate ggc tac eta tec agt egg gag gag gtc get tct tac tac 384 
Pro Ser lie Gly Tyr Leu Ser Ser Arg Glu Glu Val Ala Ser Tyr Tyr 
115 120 125 

cac tgt cat gag get cct ctg gaa get aag gat gtc att ctg aca age 432 
His Cys His Glu Ala Pro Leu Glu Ala Lys Asp Val lie Leu Thr Ser 
130 135 140 

ggc tgc agt cag gcc att gag eta tgt eta get gtg ttg gcc aat cct 480 
Gly Cys Ser Gin Ala lie Glu Leu Cys Leu Ala Val Leu Ala Asn Pro 
145 150 155 160 

gga caa aac ate etc att cca agg ccc ggg ttt tec etc tat agg act 528 
Gly Gin Asn He Leu He Pro Arg Pro Gly Phe Ser Leu Tyr Arg Thr 

165 170 175 

ttg get gag tct atg gga att gag gtc aag etc tac aat etc ctg cct 576 
Leu Ala Glu Ser Met Gly He Glu Val Lys Leu Tyr Asn Leu Leu Pro 

180 185 190 

gag aag tct tgg gaa att gac eta aaa caa ctg gaa tct ctg ate gat 624 
Glu Lys Ser Trp Glu He Asp Leu Lys Gin Leu Glu Ser Leu He Asp 
195 200 205 

gaa aaa aca gcg tgt ctt gtt gtc aac aac cca tec aat ccc tgt ggc 672 
Glu Lys Thr Ala Cys Leu Val Val Asn Asn Pro Ser Asn Pro Cys Gly 
210 215 220 

tec gtg ttc agt aag cga cac ctt cag aag att ttg gca gtg get gaa 720 
Ser Val Phe Ser Lys Arg His Leu Gin Lys lie Leu Ala Val Ala Glu 
225 230 235 240 

agg cag tgt gtc ccc ate tta get gac gag ate tat ggt gac atg gtg 768 
Arg Gin Cys Val Pro lie Leu Ala Asp Glu He Tyr Gly Asp Met Val 

245 250 255 

ttt tea gat tgc aaa tac gaa cca ctg gcc aac etc age acc aat gtt 816 
Phe Ser Asp Cys Lys Tyr Glu Pro Leu Ala Asn Leu Ser Thr Asn Val 

260 265 270 

ccc ate ctg tec tgt ggt ggg ctg gcc aag cgc tgg ctg gtt cct ggc 864 
Pro He Leu Ser Cys Gly Gly Leu Ala Lys Arg Trp Leu Val Pro Gly 
275 280 285 

tgg agg ttg ggc tgg ate etc att cat gat cga aga gac att ttt ggc 912 
Trp Arg Leu Gly Trp He Leu He His Asp Arg Arg Asp He Phe Gly 
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290 295 300 

aat gag att cga gac ggg ctg gtg aaa ctg agt .cag egg ate ctg gga 960 
Asn Glu lie Arg Asp Gly Leu Val Lys Leu Ser Gin Arg lie Leu Gly 
305 310 315 320 

cca tgc acc ata gtc cag ggt get ctg aag age ate ctt cag cga acc 1008 
Pro Cys Thr lie Val Gin Gly Ala Leu Lys Ser lie Leu Gin Arg Thr 

325 330 335 

cct cag gag ttc tat cac gac acg tta age ttc etc aag tec aat gcg 1056 
Pro Gin Glu Phe Tyr His Asp Thr Leu Ser Phe Leu Lys Ser Asn Ala 

340 345 350 

gac etc tgc tat ggg gca ctg get gee ate cct gga etc cag ccg gtc 1104 
Asp Leu Cys Tyr Gly Ala Leu Ala Ala lie Pro Gly Leu Gin Pro Val 
355 360 365 

cgc cct tct gga gee atg tac ctt atg gtg gga att gag atg gag cat 1152 
Arg Pro Ser Gly Ala Met Tyr Leu Met Val Gly He Glu Met Glu His 
370 375 380 

ttc ccg gaa ttc gag aac gac gtg gag ttc aca gag egg ttg att gcg 1200 
Phe Pro Glu Phe Glu Asn Asp Val Glu Phe Thr Glu Arg Leu He Ala 
385 390 395 400 

gag cag get gtc cac tgt etc cca gca acg tgc ttc gag tac cca aat 1248 
Glu Gin Ala Val His Cys Leu Pro Ala Thr Cys Phe Glu Tyr Pro Asn 

405 410 415 

ttc ttc cga gtg gtc ate aca gtc ccc gag gtg atg atg ctg gag get 1296 
Phe Phe Arg Val Val He Thr Val Pro Glu Val Met Met Leu Glu Ala 

420 425 430 

tgt age egg ate cag gag ttc tgt gaa cag cac tac cac tgt get gaa 1344 
Cys Ser Arg He Gin Glu Phe Cys Glu Gin His Tyr His Cys Ala Glu 
435 440 445 

ggc age cag gag gag tgt gac aaa taa gatatc 1377 
Gly Ser Gin Glu Glu Cys Asp Lys 
450 455 



<210> 2 
<211> 456 
<212> PRT 

<213> Rattus norvegicus 
<400> 2 

Asp He Met Asp Ser Tyr Val He Gin Thr Asp Val Asp Asp Ser Leu 
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15 10 15 

Ser Ser Val Leu Asp Val His Val Asn lie Gly Gly Arg Asn Ser Val 

20 25 30 

* 

Gin Gly Arg Lys Lys Gly Arg Lys Ala Arg Trp Asp Val Arg Pro Ser 

35 40 45 

Asp Met Ser Asn Lys Thr Phe Asn Pro lie Arg Ala lie Val Asp Asn 
50 55 60 

Met Lys Val Gin Pro Asn Pro Asn Lys Thr Val lie Ser Leu Ser lie 
65 70 75 80 

Gly Asp Pro Thr Val Phe Gly Asn Leu Pro Thr Asp Pro Glu Val Thr 

85 90 95 

Gin Ala Met Lys Asp Ala Leu Asp Ser Gly Lys Tyr Asn Gly Tyr Ala 

100 105 110 

Pro Ser lie Gly Tyr Leu Ser Ser Arg Glu Glu Val Ala Ser Tyr Tyr 
115 120 125 

His Cys His Glu Ala Pro Leu Glu Ala Lys Asp Val lie Leu Thr Ser 
130 135 140 

Gly Cys Ser Gin Ala lie Glu Leu Cys Leu Ala Val Leu Ala Asn Pro 
145 150 155 160 

Gly Gin Asn He Leu He Pro Arg Pro Gly Phe Ser Leu Tyr Arg Thr 

165 170 175 

Leu Ala Glu Ser Met Gly He Glu Val Lys Leu Tyr Asn Leu Leu. Pro 

180 185 190 

Glu Lys Ser Trp Glu lie Asp Leu Lys Gin Leu Glu Ser Leu He Asp 
195 200 205 



Glu Lys Thr Ala Cys Leu Val Val 
210 215 

Ser Val Phe Ser Lys Arg His Leu 
225 230 

Arg Gin Cys Val Pro He Leu Ala 

245 

Phe Ser Asp Cys Lys Tyr Glu Pro 

260 



Asn Asn Pro Ser Asn Pro Cys Gly 

220 

Gin Lys He Leu Ala Val Ala Glu 

235 240 

Asp Glu He Tyr Gly Asp Met Val 
250 255 

Leu Ala Asn Leu Ser Thr Asn Val 
265 270 
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Pro He Leu Ser Cys Gly Gly Leu Ala Lys Arg Trp Leu Val Pro Gly 
275 280 285 

Trp Arg Leu Gly Trp He Leu He His Asp Arg Arg Asp He Phe Gly 
290 295 300 

Asn Glu He Arg Asp Gly Leu Val Lys Leu Ser Gin Arg He Leu Gly 
305 310 320 

Pro Cys Thr lie Val Gin Gly Ala Leu Lys Ser He Leu Gin Arg Thr 

325 330 335 

Pro Gin Glu Phe Tyr His Asp Thr Leu Ser Phe Leu Lys Ser Asn Ala 

340 345 350 

Asp Leu Cys Tyr Gly Ala Leu Ala Ala He Pro Gly Leu Gin Pro Val 
355 360 365 

Arg Pro Ser Gly Ala Met Tyr Leu Met Val Gly He Glu Met Glu His 
370 375 380 

Phe Pro Glu Phe Glu Asn Asp Val Glu Phe Thr Glu Arg Leu He Ala 
385 390 395 400 

Glu Gin Ala Val His Cys Leu Pro Ala Thr Cys Phe Glu Tyr Pro Asn 

405 410 415 

Phe Phe Arg Val Val He Thr Val Pro Glu Val Met Met Leu Glu Ala 

420 425 430 

Cys Ser Arg He Gin Glu Phe Cys Glu Gin His Tyr His Cys Ala Glu 
435 440 445 

Gly Ser Gin Glu Glu Cys Asp Lys 
450 455 



<210> 3 
<211> 1365 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1365) 



<400> 3 

atg gac tec tac gtg att cag acg gat gtc gac gac age ttg tec tea 
Met Asp Ser Tyr Val lie Gin Thr Asp Val Asp Asp Ser Leu Ser Ser 
1 5 10 I 5 



48 
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gtt ctg gat gtg cgt gtc aat gtt ggt ggg aga aac teg gta caa gga 96 
Val Leu Asp Val Arg Val Asn Val Gly Gly Arg Asn Ser Val Gin Gly 

20 25 30 

aga aag aaa. ggc agg aag gec aga tgg gac gtg aga ccc tct gac atg 144 
Arg Lys Lys Gly Arg Lys Ala Arg Trp Asp Val Arg Pro Ser Asp Met 

35 40 45 

tec aat aag acc ttc aat ccc ate cga gec ate gtg gac aac atg aag 192 
Ser Asn Lys Thr Plie Asn Pro He Arg Ala He Val Asp Asn Met Lys 
50 55 60 

gtg cag ccc aat ccg aac aag acc gtg att tct ctg tea att ggg gac 240 
Val Gin Pro Asn Pro Asn Lys Thr Val He Ser Leu Ser He Gly Asp 
65 70 75 80 

cct act gtg ttt ggg aac ctg cct aca gac cct gaa gtt acc caa gec 288 
Pro Thr Val Phe ■ Gly Asn Leu Pro Thr Asp Pro Glu Val Thr Gin Ala 

85 90 95 

atg aaa gat gec ctg gac teg ggg aag tac aat ggc tat gee ccg tec 336 
Met Lys Asp Ala Leu Asp Ser Gly Lys Tyr Asn Gly Tyr Ala Pro Ser 

100 105 .110 

ate ggc tac eta tec agt egg gag gag gtc get tct tac tac cac tgt 384 
He Gly Tyr Leu Ser Ser Arg Glu Glu Val Ala Ser Tyr Tyr His Cys 
115 120 . 125 

cat gag get cct ctg gaa get aag gat gtc att ctg aca age ggc tgc 432 
His Glu Ala Pro Leu Glu Ala Lys Asp Val He Leu Thr Ser Gly Cys 
130 135 140 

agt cag gee att gag eta tgt eta get gtg ttg gec aat cct gga caa 480 
Ser Gin Ala He Glu Leu Cys Leu Ala Val Leu Ala Asn Pro Gly Gin 
145 150 155 160 

aac ate etc att cca agg ccc ggg ttt tec etc tat agg act ttg get 528 
Asn He Leu He Pro Arg Pro Gly Phe Ser Leu Tyr Arg Thr Leu Ala 

165 170 175 

* 

gag tct atg gga att gag gtc aag etc tac aat etc ctg ccc gag aag 576 
Glu Ser Met Gly He Glu Val Lys Leu Tyr Asn Leu Leu Pro Glu Lys 

180 185 190 



tct tgg gaa att gac eta aaa caa ctg gaa tct ctg ate gat gaa aaa 
Ser Trp Glu He Asp Leu Lys Gin Leu Glu Ser Leu He Asp Glu Lys 
195 200 205 



624 



aca gcg tgt ctt gtt gtc aac aac cca tec aat ccc tgt ggc tec gtg 



672 
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Thr Ala Cys Leu Val Val Asn Asn Pro Ser Asn Pro Cys Gly Ser Val 
210 215 220 

* * 

ttc agt aag egg cac ctt cag aag att ttg gca gtg get gaa agg cag 720 
Phe Ser Lys Arg His Leu Gin Lys He Leu Ala Val Ala Glu Arg Gin 
225 230 235 240 

tgt gtc ccc ate tta get gac gag ate tat ggt gac atg gtg ttt tea 768 
Cys Val Pro He Leu Ala Asp Glu He Tyr Gly Asp Met Val Phe Ser 

245 250 255 

gac tgc aaa tac gaa cca ctg gec aac etc age acc aat gtt ccc ate 816 
Asp Cys Lys Tyr Glu Pro Leu Ala Asn Leu Ser Thr Asn Val Pro He 

260 265 270 

ctg tec tgt ggt ggg ctg gee aag cgc tgg ctg gtt cct ggc tgg agg 864 
Leu Ser Cys Gly Gly Leu Ala Lys Arg Trp Leu Val Pro Gly Trp Arg 
275 280 285 

ttg ggc tgg ate etc att cat gat cga aga gac att ttt ggc aat gag 912 
Leu Gly Trp He Leu He His Asp Arg Arg Asp lie Phe Gly Asn Glu 
290 295 300 

att cga gac ggg ctg gtg aaa ctg agt cag egg ate ctg gga cca tgc 960 
He Arg Asp Gly Leu Val Lys Leu Ser Gin Arg He Leu Gly Pro Cys 
305 310 315 320 

acc ata gtc cag ggt get ctg aag age ate ctt cag cga acc cct cag 1008 
Thr He Val Gin Gly Ala Leu Lys Ser lie Leu Gin Arg Thr Pro Gin 

325 330 335 

gag ttc tat cac gac acg tta age ttc etc aag tec aat gcg gac etc 1056 
Glu Phe Tyr His Asp Thr Leu Ser Phe Leu Lys Ser Asn Ala Asp Leu 

340 345 350 

tgc tat ggg gca ctg get gec ate cct gga etc cag ccg gtc cgc cct 1104 
Cys Tyr Gly Ala Leu Ala Ala He Pro Gly Leu Gin Pro Val Arg Pro 
355 360 365 

tct gga gee atg tac ctt atg gtg gga att gag atg gag cat etc ccg 1152 
Ser Gly Ala Met Tyr Leu Met Val Gly He Glu Met Glu His Leu Pro 
370 375 380 

gaa ttc gag aac gac gtg gag ttc aca gag egg ttg att gcg gag cag 1200 
Glu Phe Glu Asn Asp Val Glu Phe Thr Glu Arg Leu lie Ala Glu Gin 
385 390 395 * 400 



get gtc cac 
Ala Val His 



tgt etc cca gca acg tgc ttc gag tac cca aat 
Cys Leu Pro Ala Thr Cys Phe Glu Tyr Pro Asn 
405 410 



ttc ttc 
Phe Phe 
415 



1248 
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cga gtg gtc ate aca gtc ccc gag gtg atg atg ctg gag get tgt age 1296 
Arg Val Val lie Thr Val Pro Glu Val Met Met Leu Glu Ala Cys Ser 

420 425 430 

egg ate cag gag ttc tgt gaa cag cac tac cac tgt get gaa ggc age 1344 
Arg lie Gin Glu Phe Cys Glu Gin His Tyr His Cys Ala Glu Gly Ser 

435 440 445 



cag gag gag tgt gac aaa taa 
Gin Glu Glu Cys Asp Lys 

450 455 



<210> 4 
<211> 454 
<212> PRT 

<213> Rattus norvegicus 
<400> 4 

Met Asp Ser Tyr Val He Gin Thr Asp Val Asp Asp Ser Leu Ser Ser 
1 5 10 15 

Val Leu Asp Val Arg Val Asn Val Gly Gly Arg Asn Ser Val Gin Gly 

20 25 30 

Arg Lys Lys Gly Arg Lys Ala Arg Trp Asp Val Arg Pro Ser Asp Met 

35 40 45 

Ser Asn Lys Thr Phe Asn Pro He Arg Ala lie Val Asp Asn Met Lys 
50 55 60 

Val Gin Pro Asn Pro Asn Lys Thr Val He Ser Leu Ser He Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Val Phe Gly Asn Leu Pro Thr Asp Pro Glu Val Thr Gin Ala 

85 90 95 

Met Lys Asp Ala Leu Asp Ser Gly Lys Tyr Asn Gly Tyr Ala Pro Ser 

100 105 HO 

He Gly Tyr Leu Ser Ser Arg Glu Glu Val Ala Ser Tyr Tyr His Cys 
115 120 125 

His Glu Ala Pro Leu Glu Ala Lys Asp Val He Leu Thr Ser Gly Cys 
130 135 140 

Ser Gin Ala He Glu Leu Cys Leu Ala Val Leu Ala Asn Pro Gly Gin 
145 . 150 155 160 



1365 
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Asn He Leu He Pro Arg Pro Gly Phe Ser Leu Tyr Arg Thr Leu Ala 

165 170 "5 

Glu Ser Met Gly He Glu Val Lys Leu Tyr Asn Leu Leu Pro Glu Lys 

180 185 . 190 

Ser Trp Glu He Asp Leu Lys Gin Leu Glu Ser Leu He Asp Glu Lys 
195 200 205 

Thr Ala Cys Leu Val Val Asn Asn Pro Ser Asn Pro Cys Gly Ser Val 
210 215 220 

Phe Ser Lys Arg His Leu Gin Lys He Leu Ala Val Ala Glu Arg Gin 

225 230 235 240 

Cys Val Pro He Leu Ala Asp Glu He Tyr Gly Asp Met Val Phe Ser 

245 250 255 

Asp Cys Lys Tyr Glu Pro Leu Ala Asn Leu Ser Thr Asn Val Pro He 

260 265 270 

Leu Ser Cys Gly Gly Leu Ala Lys Arg Trp Leu Val Pro Gly Trp Arg 
275 280 285 

Leu Gly Trp He Leu lie His Asp Arg Arg Asp He Phe Gly Asn Glu 
290 295 300 

lie Arg Asp Gly Leu Val Lys Leu Ser Gin Arg He Leu Gly Pro Cys 

305 3i0 315 320 

Thr He Val Gin Gly Ala Leu Lys Ser He Leu Gin Arg Thr Pro Gin 

325 330 335 

Glu Phe Tyr His Asp Thr Leu Ser Phe Leu Lys Ser Asn Ala Asp Leu 

340 345 350 

Cys Tyr Gly Ala Leu Ala Ala He Pro Gly Leu Gin Pro Val Arg Pro 
355 360 365 

Ser Gly Ala Met Tyr Leu Met Val Gly He Glu Met Glu His Leu Pro 

370 375 380 

Glu Phe Glu Asn Asp Val Glu Phe Thr Glu Arg Leu He Ala Glu Gin 

, on 395 400 

385 390 Jy 

Ala Val His Cys Leu Pro Ala Thr Cys Phe Glu Tyr Pro Asn Phe Phe 

405 410 415 

. Arg Val Val He Thr Val Pro Glu Val Met Met Leu Glu Ala Cys Ser 

420 425 430 
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Arg lie Gin Glu Phe Cys Glu Gin His Tyr His Cys Ala Glu Gly Ser 
435 440 445 

* 

Gin Glu Glu Cys Asp Lys 
450 



<210> 5 
<211> 1269 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thai i ana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1269) 

<400> 5 

atg gca acc ctt aag tgc att gat tgg caa ttc age gga age gag gcg 

Met Ala Thr Leu Lys Cys lie Asp Trp Gin Phe Ser Gly Ser Glu Ala 
1 5 10 15 

gec aaa gat get get gcg gee tec tta ggc tea tat acc tct gca etc 
Ala Lys Asp Ala Ala Ala Ala Ser Leu Gly Ser Tyr Thr Ser Ala Leu 

20 25 30 

tat gec ctg tgc gat cct cat ggc aaa ccc att ttg ccc cca cga aat 
Tyr Ala Leu Cys Asp Pro His Gly Lys Pro lie Leu Pro Pro Arg Asn 

35 40 45 

gag ate ctg gag acc age aat aca gec gaa aaa gca gtt gtt aaa get 
Glu He Leu Glu Thr Ser Asn Thr Ala Glu Lys Ala Val Val Lys Ala 
50 55 60 

gtt ctt tat ggc teg gga aac gec tat get cct age tta ggc etc gcg 
Val Leu Tyr Gly Ser Gly Asn Ala Tyr Ala Pro Ser Leu Gly Leu Ala 
65 70 75 80 

gec gec aaa agt gec gta gca gag tat eta aac caa ggt ctt cca aag 
Ala Ala Lys Ser Ala Val Ala Glu Tyr Leu Asn Gin Gly Leu Pro Lys 

85 90 95 

aag ctt acc gca gat gac gtg ttt atg act ctg gga tgc aaa caa get 
Lys Leu Thr Ala Asp Asp Val Phe Met Thr Leu Gly Cys Lys Gin Ala 

100 105 HO 

att gag etc gcg gta gac att etc get aaa ccg aaa gec aac gtt ttg 
He Glu Leu Ala Val Asp He Leu Ala Lys Pro Lys Ala Asn Val Leu 
115 120 125 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



ttt gtt cct atg gga aaa ttc teg teg ate gta cca gtg gtt aca etc 
Phe Val Pro Met Gly Lys Phe Ser Ser lie Val Pro Val Val Thr Leu 
225 230 235 240 

gga tec ata tea aag gga tgg aaa gtc cca gga tgg cga act ggt tgg 
Gly Ser lie Ser Lys Gly Trp Lys Val Pro. Gly Trp Arg Thr Gly Trp 

245 250 255 

etc acg eta cat gat eta gac ggt gtc ttc aga aac acc aag gtc tta 
Leu Thr Leu His Asp Leu Asp Gly Val Phe Arg Asn Thr Lys. Val Leu 

260 265 270 

caa get get caa gat ttt etc cag ata aac aat aac cct ccg aca gtt 
Gin Ala Ala Gin Asp Phe Leu Gin lie Asn Asn Asn Pro Pro Thr Val 

275 280 285 

ate cag gcg get att cct gac ate ttg gag aaa act cct caa gag ttt 
lie Gin Ala Ala He Pro Asp He Leu Glu Lys Thr Pro Gin Glu Phe 
290 295 300 

ttt gat aag agg cag agt ttt ctg aaa gat aaa gta gaa ttt ggt tat 
Phe Asp Lys Arg Gin Ser Phe Leu Lys Asp Lys Val Glu Phe Gly Tyr 
305 310 315 320 

tct aag etc aag tac att cct age etc act tgc tac atg aaa ccc gaa 
Ser Lys Leu Lys Tyr He Pro Ser Leu Thr Cys Tyr Met Lys Pro Glu 



528 
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ctt ccg agt ccc ggc ttc cca tgg gac eta gtc cgc tec ate tac aag 432. 

Leu Pro Ser Pro Gly Phe Pro Trp Asp Leu Val Arg Ser He Tyr Lys 
130 135 140 

aac ctt gag gtc cgc cac tat aat ttc ctt cca gaa aag aac ttt gaa 480 
Asn Leu Glu Val Arg His Tyr Asn Phe Leu Pro Glu Lys Asn Phe Glu 
145 150 155 160 

ate gac ttt gat age gtc cga gcg etc gtg gac gag aac aca ttt gec 
He Asp Phe Asp Ser Val Arg Ala Leu Val Asp Glu Asn Thr Phe Ala 

165 170 175 

ata ttt ata ate aac ccc cac aac ccc aat ggt aac acc tac tec gag 
He Phe He He Asn Pro His Asn Pro Asn Gly Asn Thr Tyr Ser Glu 

.180 185 190 

get cat etc aaa cag ctg get gaa ctg get aag gaa etc aag att atg 
Ala His Leu Lys Gin Leu Ala Glu Leu Ala Lys Glu Leu Lys He Met 

195 200 205 

gtg gtt tct gac gag gtt ttt aga tgg aca etc ttt ggt agt aac cct 672 
Val Val Ser Asp Glu Val Phe Arg Trp Thr Leu Phe Gly Ser Asn Pro 
210 215 220 



576 



624 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 
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325 330 335 

gcc tgc acc ttc tta tgg acc gag ctt gat tta teg age ttt gtg gac 
Ala Cys Thr Phe Leu Trp Thr Glu Leu Asp Leu Ser Ser Phe Val Asp 

340 345 350 



cat tct ate gat atg gag act ccg gta ttg gag gat gca ttg gaa aga 
His Ser He Asp Met Glu Thr Pro Val Leu Glu Asp Ala Leu Glu Arg 
385 390 395 400 

ttg aag age ttc tgc gat cgc cat tec aac aaa aaa get ccc etc aaa 
Leu Lys Ser Phe Cys Asp Arg His Ser Asn Lys Lys Ala Pro Leu Lys 

405 410 415 

gac gtc aat ggt gtt aag taa 
Asp Val Asn Gly Val Lys 

420 



<210> 6 
<211> 422 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 6 

Met Ala Thr Leu Lys Cys He Asp Trp Gin Phe Ser Gly Ser Glu Ala 
15 10 15 

Ala Lys Asp Ala Ala Ala Ala Ser Leu Gly Ser Tyr Thr Ser Ala Leu 

20 25 30 

•Tyr Ala Leu Cys Asp Pro His Gly Lys Pro He Leu Pro Pro Arg Asn 

35 40 45 

Glu He Leu Glu Thr Ser Asn Thr Ala Glu Lys Ala Val Val Lys Ala 
50 55 60 

Val Leu Tyr Gly Ser Gly Asn Ala Tyr Ala Pro Ser Leu Gly Leu Ala 
65 70 75 80 

Ala Ala Lys Ser Ala Val Ala Glu Tyr Leu Asn Gin Gly Leu Pro Lys 

85 90 95 



1056 



ate gaa gac gat caa gac ttt tgc aat aag ctt get aaa gaa gaa aac 1104 
He Glu Asp Asp Gin Asp Phe Cys Asn Lys Leu Ala Lys Glu Glu Asn 
355 360 365 

etc gtc gtt tta cca ggg att gca ttc agt cag aag aac tgg ttg agg 1152 
Leu Val Val Leu Pro Gly He Ala Phe Ser Gin Lys Asn Trp Leu Arg 
370 375 380 



1200 



1248 



1269 
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Lys Leu Thr Ala Asp Asp Val Phe Met Thr Leu Gly Cys Lys Gin Ala 

100 105 HO 

ile Glu Leu Ala Val Asp He Leu Ala Lys Pro Lys Ala Asn Val Leu 
115 120 125 

Leu Pro Ser Pro Gly Phe Pro Trp Asp Leu Val Arg Ser Ile Tyr Lys 
130 135 140 

Asn Leu Glu Val Arg His Tyr Asn Phe Leu Pro Glu Lys Asn Phe Glu 
145 150 155 160 

Ile Asp Phe Asp Ser Val Arg Ala Leu Val Asp Glu Asn Thr Phe Ala 

165 170 175 

Ile Phe Ile Ile Asn Pro His Asn Pro Asn Gly Asn Thr Tyr Ser Glu 

180 185 190 

Ala His Leu Lys Gin Leu Ala Glu Leu Ala Lys Glu Leu Lys lie Met 

195 200 205 

Val Val Ser Asp Glu Val Phe Arg Trp Thr Leu Phe Gly Ser Asn Pro 
210 215 220 

Phe Val Pro Met Gly Lys Phe Ser Ser Ile Val Pro Val Val Thr Leu 
225 230 235 240 

Gly Ser lie Ser Lys Gly Trp Lys Val Pro Gly Trp Arg Thr Gly Trp 

245 250 * 255 

Leu Thr Leu His Asp Leu Asp Gly Val Phe Arg Asn Thr Lys Val Leu 

260 265 270 

Gin Ala Ala Gin Asp Phe Leu Gin Ile Asn Asn Asn Pro Pro Thr Val 
275 280 285 

Ile Gin Ala Ala Ile Pro Asp Ile Leu Glu Lys Thr Pro Gin Glu Phe 
290 295 300 

Phe Asp Lys Arg Gin Ser Phe Leu Lys Asp Lys Val Glu Phe Gly Tyr 
305 310 315 320 

Ser Lys Leu Lys Tyr lie Pro Ser Leu Thr Cys Tyr Met Lys Pro Glu 

325 330 335 

Ala Cys Thr Phe Leu Trp Thr Glu Leu Asp Leu Ser Ser Phe Val Asp 

340 345 350 

Ile Glu Asp Asp Gin Asp Phe Cys Asn Lys Leu Ala Lys Glu Glu Asn 
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4 i 

355 360 365 

Leu Val Val Leu Pro Gly lie Ala Phe Ser Gin Lys Asn Trp Leu Arg 
370 375 380 

His Ser lie Asp Met Glu Thr Pro Val Leu Glu Asp Ala Leu Glu Arg 
385 390 395 400 

Leu Lys Ser Phe Cys Asp Arg His Ser Asn Lys Lys Ala Pro Leu Lys 

405 1 410 415 

Asp Val Asn Gly Val Lys 

420 



<210> 7 
<211> 1334 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1332) 

<400> 7 

atg gcg age aac gga gtt acc aac tgt aac gca aac gec aat gtt tgg 
Met Ala Ser Asn Gly Val Thr Asn Cys Asn Ala Asn Ala Asn Val Trp 
1 5 10 15 

egg ttc aaa gga aac ggt gca acg agt gat gcg acg gcg gtg acg ttg 
Arg Phe Lys Gly Asn Gly Ala Thr Ser Asp Ala Thr Ala Val Thr Leu 

20 25 30 

aga aag ctt get ttt ggg atg ttt aaa aac tgc acc atg aac agt gga 
Arg Lys Leu Ala Phe Gly Met Phe Lys Asn Cys Thr Met Asn Ser Gly 

35 40 45 

aag acc att ttg ttc cca act ccc ggc gag ccc tec gee cat tec aac 
Lys Thr lie Leu Phe Pro Thr Pro Gly Glu Pro Ser Ala His Ser Asn 
50 55 60 

ttc agg act tgc ccg gaa gec gag gaa gec gtt gec gac get gca cgc 
Phe Arg Thr Cys Pro Glu Ala Glu Glu Ala Val Ala Asp Ala Ala Arg 
65 70 75 80 

tec ggc atg get aac tct tac gca ccc age cct gga gtt ttc aag get 
Ser Gly Met Ala Asn Ser Tyr Ala Pro Ser Pro Gly Val Phe Lys Ala 

85 90 95 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



aga agg gcg gtg get gaa tat tta aac gga gaa ctt ccg acg aag ctg 
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IS 

Arg Arg Ala Val Ala Glu Tyr Leu Asn Gly Glu Leu Pro Thr Lys Leu 

100 105 HO 



aag gcc gag gat gtg tat ate acc gga gga tgt aac caa gec ata gag 
Lys Ala Glu Asp Val Tyr He Thr Gly Gly Cys Asn Gin Ala lie Glu 
115 120 . 125 

ate gtg ata gat tct ctt gcc gga aat cca tec acc aac att eta ctt 
He Val He Asp Ser Leu Ala Gly Asn Pro Ser Thr Asn He Leu Leu 
130 135 .140 

cca agg ccg ggg tat cct cap tac gat get cgt get gtc tat age ggc 
Pro Arg Pro Gly Tyr Pro His Tyr Asp Ala Arg Ala Val Tyr Ser Gly 
145 150 155 160 

etc gag att cgc gaa tac gat ctt etc ccc gag agt gat tgg gaa ate 
Leu Glu He Arg Glu Tyr Asp Leu Leu Pro Glu Ser Asp Trp Glu He 

165 170 175 



gcc atg aac gat cct aat ggt ate ttt gta tct aca ggg gta gtt caa 
Ala Met Asn Asp Pro Asn Gly He Phe Val Ser Thr Gly Val Val Gin 
275 280 285 

gca ata gag gat ttt ctt gat tta act cca cag cct tea ttt att etc 
Ala He Glu Asp Phe Leu Asp Leu Thr Pro Gin Pro Ser Phe He Leu 
290 295 300 



384 



432 



480 



528 



672 



aat etc gat ggc etc gag gcg get gcg gat gag aat acc gtc gca atg 576 
Asn Leu Asp Gly Leu Glu Ala Ala Ala Asp Glu Asn Thr Val Ala Met 

180 185 190 

gta ate ate aac ccc aac aat cca tgt gga aac gtc tac acc tac gac 624 
Val He He Asn Pro Asn Asn Pro Cys Gly Asn Val Tyr Thr Tyr Asp 
195 200 205 

cat etc aac aag gtc gcg gag atg get aga aaa etc ggt ata atg ata 
His Leu Asn Lys Val Ala Glu Met Ala Arg Lys Leu Gly He Met He 
210 215 220 

ata tec gac gaa gta tat gat cat gtt gta tat gga gac aag cct ttt 
He Ser Asp Glu Val Tyr Asp His Val Val Tyr Gly Asp Lys Pro Phe 
225 230 235 240 

att ccc atg ggg aag ttt gca tea ata get ccg gtg ate acg etc gga 
He Pro Met Gly Lys Phe Ala Ser He Ala Pro Val He Thr Leu Gly 

245 250 255 

tec ata tec aaa gga tgg gtc aac cca ggc tgg aga gtt ggc tgg ate 816 
Ser He Ser Lys Gly Trp Val Asn Pro Gly Txp Arg Val Gly Trp He 

260 265 270 



720 



768 



864 



912 



<210> 8 
<211> 444 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis tlialiana 
<400> 8 

Met Ala Ser Asn Gly Val Thr Asn Cys Asn Ala Asn Ala Asn Val Trp 
i 5 10 15 



1008 



1056 



1104 
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cag gaa gca ctt cct gat ata ttg gag aaa aca cct aaa gag ttc ttc 960 

Gin Glu Ala Leu Pro Asp lie Leu Glu Lys Thr Pro Lys Glu Phe Phe 
305 .310 315 320 

gag aag aag ate aaa gec atg aga cgc aac gtc gag ctt tea tgt gag 
Glu Lys Lys He Lys Ala Met Arg Arg Asn Val Glu Leu Ser Cys Glu 

325 330 335 

agg etc aag gat att cct tgt etc ttt tgt ccc aag aaa ccc gaa tct 
Arg Leu Lys Asp He Pro Cys Leu Phe Cys Pro Lys Lys Pro Glu Ser 

340 345 350 

tgt tct tat tta tgg ttg aag ctt gac aca tea atg ttg aat aat ate 
Cys Ser Tyr Leu Trp Leu Lys Leu Asp Thr Ser Met Leu Asn Asn He 
355 360 365 

aaa aat gat ttt gat ttc tgc acg aag eta gtt agt gag gag agt ctt 1152 
Lys Asn Asp Phe Asp Phe Cys Thr Lys Leu Val Ser Glu Glu Ser Leu 
370 375 380 

ate ctt ata cca gga gtg get eta ggg gca gag aat tgg gtg agg ata 1200 
Xle Leu He Pro Gly Val Ala Leu Gly Ala Glu Asn Trp Val Arg He 
385 390 395 400 

teg ata gga acc gac gaa tea gtg gta caa gaa ata ttt gac * aga eta 
Ser He Gly Thr Asp Glu Ser Val Val Gin Glu He Phe Asp Arg Leu 

405 410 415 

aaa ggt ttc tat gat cgt cat gee ate tec aag gaa get ate aaa etc 
Lys Gly Phe Tyr Asp Arg His Ala He Ser Lys Glu Ala He Lys Leu 

420 425 430 

agt ggc cat get? att aac cag ate gtc gtc tct gtc aa 1334 
Ser Gly His Ala He Asn Gin He Val Val Ser Val 
435 440 



1248 



1296 



Arg Phe Lys Gly Asn Gly Ala Thr Ser Asp Ala Thr Ala Val Thr Leu 

20 25 30 
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Arg Lys Leu Ala Phe Gly Met Phe Lys Asn Cys Thr Met Asn Ser Gly 

35 40 45 

Lys Thr lie Leu Phe Pro Thr Pro Gly Glu Pro Ser Ala His Ser Asn 
50 55 60 

Phe Arg Thr Cys Pro Glu Ala Glu Glu Ala Val Ala Asp Ala Ala Arg 
65 70 75 80 

Ser Gly Met Ala Asn Ser Tyr Ala Pro Ser Pro Gly Val Phe Lys Ala 

85 90 95 

* * * ■ 

Arg Arg Ala Val Ala Glu Tyr Leu Asn Gly Glu Leu Pro Thr Lys Leu 

100 105 HO 

Lys Ala Glu Asp Val Tyr lie Thr Gly Gly Cys Asn Gin Ala lie Glu 

115 120 125 

lie Val He Asp Ser Leu Ala Gly Asn Pro Ser Thr Asn He Leu Leu 
130 135 140 

Pro Arg Pro Gly Tyr Pro His Tyr Asp Ala Arg Ala Val Tyr Ser Gly 
145 150 155 160 

Leu Glu He Arg Glu Tyr Asp Leu Leu Pro Glu Ser Asp Trp Glu He 

165 170 175 

Asn Leu Asp Gly Leu Glu Ala Ala Ala Asp Glu Asn Thr Val Ala Met 

180 185 190 

Val He He Asn Pro Asn Asn Pro Cys Gly Asn Val Tyr Thr Tyr Asp 

195 200 205 

His Leu Asn Lys Val Ala Glu Met Ala Arg Lys Leu Gly He Met He 
210 215 220 

He Ser Asp Glu Val Tyr Asp His Val Val Tyr Gly Asp Lys Pro Phe 
225 230 235 240 

He Pro Met Gly Lys Phe Ala Ser He Ala Pro Val He Thr Leu Gly 

245 250 255 

Ser He Ser Lys Gly Trp Val Asn Pro Gly Trp Arg Val Gly Trp He 

260 265 270 

Ala Met Asn Asp Pro Asn Gly He Phe Val Ser Thr Gly Val Val Gin 

275 280 285 



Ala He Glu Asp Phe Leu Asp Leu Thr Pro Gin Pro Ser Phe He Leu 
290 295 300 
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Gin Glu Ala Leu Pro Asp He Leu Glu Lys Thr Pro Lys Glu Phe Phe 
305 310 . 315 320 

Glu Lys Lys He Lys Ala Met Arg Arg Asn Val Glu Leu Ser Cys Glu 

325 330 335 

1 

i 

Arg Leu Lys Asp He Pro Cys Leu Phe Cys Pro Lys Lys Pro Glu Ser 

340 345 350 

Cys Ser Tyr Leu Trp Leu Lys Leu Asp Thr Ser Met Leu Asn Asn He 
355 360 365 

Lys Asn Asp Phe Asp Phe Cys Thr Lys Leu Val Ser Glu Glu Ser Leu 
370 375 380 

lie Leu He Pro Gly Val Ala Leu Gly Ala Glu Asn Trp Val Arg He 
385 390 395 400 

Ser He Gly Thr Asp Glu Ser Val Val Gin Glu He Phe Asp Arg Leu 

405 410 415 

Lys Gly Phe Tyr Asp Arg His Ala He Ser Lys Glu Ala He Lys Leu 

420 425 430 

Ser Gly His Ala lie Asn Gin lie Val Val Ser Val 
435 440 



<210> 9 
<211> 1389 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1389) 

<400> 9 

atg age gaa gaa caa caa cac gec aat eta gcg gtt ccc gcg ttt aaa 
Met Ser Glu Glu Gin Gin His Ala Asn Leu Ala Val Pro Ala Phe Lys 
1 5 10 15 

act gag aaa gat ccc gta acg caa acg caa aat ggt caa agt age gtt 
Thr Glu Lys Asp Pro Val Thr Gin Thr Gin Asn Gly Gin Ser Ser Val 

20 25 30 

tgg cgt ttc ggt gga agt gat aag gca gcg aaa gca tec acc gta acg 
Trp Arg Phe Gly Gly Ser Asp Lys Ala Ala Lys Ala Ser Thr Val Thr 

35 40 45 



48 



96 



144 



gag ate gtg ttc gaa teg ttg get cga cca aac gca aac ate ttg etc 
Glu He Val Phe Glu Ser Leu Ala Arg Pro Asn Ala Asn He Leu Leu 
145 150 155 160 

cca cgt cct ggc ttc cct cat tac gac get cgt get get tac agt ggt 
Pro Arg Pro Gly Phe Pro His Tyr Asp Ala Arg Ala Ala Tyr Ser Gly 

165 170 175 

etc gag gtt cgc aag ttt gat ctt ctt ccc gag aaa gaa tgg gag att 
Leu Glu Val Arg Lys Phe Asp Leu Leu Pro Glu Lys Glu Trp Glu He 

180 185 190 

gat ctt gaa ggt ate gaa gee att gca gac gag aaa act gtg get atg 
Asp Leu Glu Gly He Glu Ala He Ala Asp Glu Lys Thr Val Ala Met 

195 200 205 

gtt gta att aac ccc aac aat ccc tgt gga aat gtc tac tct cac gac 
Val Val He Asn Pro Asn Asn Pro Cys Gly Asn Val Tyr Ser His Asp 
210 215 220 

cat etc aaa aag gtt gca gag acg get agg aag etc ggg ata atg gtg 
His Leu Lys Lys Val Ala Glu Thr Ala Arg Lys Leu Gly He Met Val 
225 230 235 240 

ate tea gac gaa gta tat gac cga act ata ttc gga gac aat cca ttt 



240 



288 
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ctt aga ggt gtc ate tac atg etc ttc gac aac tgc age aaa gac gtc 192 

Leu Arg Gly Val He Tyr Met Leu Phe Asp Asn Cys Ser Lys Asp Val 
50 55 60 

aat aag acc att tta ccc etc ggc cac ggt gac cct tec gtc tac cct 
Asn Lys Thr He Leu Pro Leu Gly His Gly Asp Pro Ser Val Tyr Pro 
65 70 75 80 

tgc ttc cgt acc tgt ate gaa get gaa gac gee gtc gtc gac gtc ctt 
Cys Phe Arg Thr Cys He Glu Ala Glu Asp Ala Val Val Asp Val Leu 

. 85 90 95 

cgc tec ggc aaa ggc aat tct tac ggt ccc gga get ggg att etc ccc 336 
Arg Ser Gly Lys Gly Asn Ser Tyr Gly Pro Gly Ala Gly He Leu Pro 

100 105 HO 

gca aga cga gee gtt get gat tat atg aac cga gat ctt ccg cac aag 384 
Ala Arg Arg Ala Val Ala Asp Tyr Met Asn Arg Asp Leu Pro His Lys 

115 120 125 

tta acg ccc gaa gat att ttt ctg acc get gga tgc aac caa ggg ata 432 
Leu Thr Pro Glu Asp lie Phe Leu Thr Ala Gly Cys Asn Gin Gly He 
130 135 140 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

20 

lie Ser Asp Glu Val Tyr Asp Arg Thr He Phe Gly Asp Asn Pro Phe 

245 250 . 255 

gtt cca atg ggg aag ttt get teg ata gtc cct gta ttg aca eta gca 816 
Val Pro Met Gly Lys Phe Ala Ser He Val Pro Val Leu Thr Leu Ala 

260 265 270 

* 

ggc ata tct aag gga tgg gtt gtt cct gga tgg aaa att ggc tgg att 864 
Gly He Ser Lys Gly Trp Val Val Pro Gly Trp Lys He Gly Trp He 
275 • 280 285 

gec ttg aat gat ccc gag ggc gtt ttc gag acc acc aag gtg tta caa 912 
Ala Leu Asn Asp Pro Glu Gly Val Phe Glu Thr Thr Lys Val Leu Gin 
290 295. 300 

tec ate aaa cag aat ctt gac gta act cct gac cct gec aca ata att 960 
Ser lie Lys Gin Asn Leu Asp Val Thr Pro Asp Pro Ala Thr He He 
305 310 315 320 

cag get gca ctt cca gcg ate ctg gag aaa gcg gac aaa aac ttc ttt 1008 
Gin Ala Ala Leu Pro Ala He Leu Glu Lys Ala Asp Lys Asn Phe Phe 

325 330 335 

gca aag aag aac aag ata etc aaa cat aat gtt gat ttg gtg tgt gat 1056 
Ala Lys Lys Asn Lys He Leu Lys His Asn Val Asp Leu Val Cys Asp 

340 345 350 

agg etc aag gac ate ccc tgt gtc gtc tgt ccc aag aaa cct gag tct 1104 
Arg Leu Lys Asp He Pro Cys Val Val Cys Pro Lys Lys Pro Glu Ser 
355 360 365 

tgc act tac tta ttg aca aag ttg gag ctg tea ctg atg gat aat ate 1152 
Cys Thr Tyr Leu Leu Thr Lys Leu Glu Leu Ser Leu Met Asp Asn He 
370 375 380 

aag gac gat ata gat ttt tgc gta aaa ctg gee aga gag gag aat etc 1200 
Lys Asp Asp lie Asp Phe Cys Val Lys Leu Ala Arg Glu Glu Asn Leu 
385 390 395 400 

gtg ttt eta cca ggg gat get ctg ggt ttg aag aac tgg acg agg ata 1248 
Val Phe Leu Pro Gly Asp Ala Leu Gly Leu Lys Asn Trp Thr Arg He 

405 410 415 

acc ate gga gtc gaa get cat atg ctt gag gat gca ctt gag aga ctg 1296 
Thr He Gly Val Glu Ala His Met Leu Glu Asp Ala Leu Glu Arg Leu 

420 425 430 

aag ggt ttc tgt aca cgt cat gee aag aag aca gag aca gaa act gag 1344 
Lys Gly Phe Cys Thr Arg His- Ala Lys Lys Thr Glu Thr Glu Thr Glu 
435 440 445 
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tea ctt caa get ttg aaa ctg agt gat aat aat etc gaa atg taa 1389 
Ser Leu Gin Ala Leu Lys Leu Ser Asp Asn Asn Leu Glu Met 
450 455 460 



<210> 10 
<211> 462 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 10 

Met Ser Glu Glu Gin Gin His Ala Asn Leu Ala Val Pro Ala Phe Lys 
! 5 10 15 

Thr Glu Lys Asp Pro Val Thr Gin Thr Gin Asn Gly Gin Ser Ser Val 

20 25 30 

Trp Arg Phe Gly Gly Ser Asp Lys Ala Ala Lys Ala Ser Thr Val Thr 

35 40 45 

Leu Arg Gly Val He Tyr Met Leu Phe Asp Asn Cys Ser Lys Asp Val ; 
50 55 60 

Asn Lys Thr He Leu Pro Leu Gly His Gly Asp Pro Ser Val Tyr Pro 
65 70 75 80 

Cys Phe Arg Thr Cys He Glu Ala Glu Asp Ala Val Val Asp Val Leu 

85 90 95 

Arg Ser Gly Lys Gly Asn Ser Tyr Gly Pro Gly Ala Gly He Leu Pro 

100 105 110 

Ala Arg Arg Ala Val Ala Asp Tyr Met Asn Arg Asp Leu Pro His Lys 

115 120 125 

Leu Thr Pro Glu Asp He Phe Leu Thr Ala Gly Cys Asn Gin Gly He 
.130 135 140 

Glu He Val Phe Glu Ser Leu Ala Arg Pro Asn Ala Asn He Leu Leu 
145 150 155 160 

Pro Arg Pro Gly Phe Pro His Tyr Asp Ala Arg Ala Ala Tyr Ser Gly 

165 170 175 

Leu Glu Val Arg Lys Phe Asp Leu Leu Pro Glu Lys Glu Trp Glu He 

180 185 190 

Asp Leu Glu Gly He Glu Ala He Ala Asp Glu Lys Thr Val Ala Met 

195 200 205 
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Val Val He Asn Pro Asri Asn Pro Cys Gly Asn Val Tyr Ser His Asp 
210 215 220 

His Leu Lys Lys Val Ala Glu Thr Ala Arg Lys Leu Gly He Met Val 
225 230 235 240 

lie Ser Asp Glu Val Tyr Asp Arg Thr He Phe Gly Asp Asn Pro Phe 

245 250 255 

Val Pro Met Gly Lys Phe Ala Ser lie Val Pro Val Leu Thr Leu Ala 

260 265 270 

Gly He Ser Lys Gly Trp Val Val Pro Gly Trp Lys He Gly Trp He 
275 280 285 

Ala Leu Asn Asp Pro Glu Gly Val Phe Glu Thr Thr Lys Val Leu Gin 
290 295 300 

Ser He Lys Gin Asn Leu Asp Val Thr Pro Asp Pro Ala Thr He He 
305 310 315 320 

Gin Ala Ala Leu Pro Ala He Leu Glu Lys Ala Asp Lys Asn Phe Phe 

325 330 335 

Ala Lys Lys Asn Lys He Leu Lys His Asn Val Asp Leu Val Cys Asp 

340 345 350 

Arg Leu Lys Asp He Pro Cys Val Val Cys Pro Lys Lys Pro Glu Ser 
355 360 365 

Cys Thr Tyr Leu Leu Thr Lys Leu Glu Leu Ser Leu Met Asp Asn He 
370 375 380 

Lys Asp Asp He Asp Phe Cys Val Lys Leu Ala Arg Glu Glu Asn Leu 
385 390 395 400 

Val Phe Leu Pro Gly Asp Ala Leu Gly Leu Lys Asn Trp Thr Arg He 

405 410 415 

Thr He Gly Val Glu Ala His Met Leu Glu Asp Ala Leu Glu Arg Leu 

420 425 430 

Lys Gly Phe Cys Thr Arg His Ala Lys Lys Thr Glu Thr Glu Thr Glu 
435 440 445 



Ser Leu Gin Ala Leu Lys Leu Ser Asp Asn Asn Leu Glu Met 
450 455 460 



gaa gtt cgc tac gtc gat ctt ctt ccg gaa aat gga tgg gag ate gat 
Glu Val Arg Tyr Val Asp Leu Leu Pro Glu Asn Gly Trp Glu lie Asp 
145 150 155 160 



48 
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144 
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<210> 11 
<211> 1243 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1242) 

* 

<400> 11 

atg gag aat gga gca acg acg acg age aca att acc ate aaa ggg att 
Met Glu Asn Gly Ala Thr Thr Thr Ser Thr He Thr He Lys Gly He 
x 5 10 15 

ctg agt ttg eta atg gaa age ate aca aca gag gaa gat gaa gga gga 
Leu Ser Leu Leu Met Glu Ser He Thr Thr Glu Glu Asp Glu Gly Gly 

20 25 30 

aag aga gta ata tct ctg gga atg gga gac cca aca etc tac teg tgt 
Lys Arg Val He Ser Leu Gly Met Gly Asp Pro Thr Leu Tyr Ser Cys 

35 40 - 45 

ttt cgt aca aca caa gtc tct ctt caa get gtt tct gat tct ctt etc 
Phe Arg Thr Thr Gin Val Ser Leu Gin Ala Val Ser Asp Ser Leu Leu 
50 55 60 

tec aac aag ttc cat ggt tac tct cct acc gtc ggt ctt ccc caa get 
Ser Asn Lys Phe His Gly Tyr Ser Pro Thr Val Gly Leu Pro Gin Ala 
65 70 75 80 

cga agg gca ata gca gag tat eta teg cgt gat ctt cca tac aaa ctt 
Arg Arg Ala He Ala Glu Tyr Leu Ser Arg Asp Leu Pro Tyr Lys Leu 

85 90 95 

tea cag gat gat gtg ttt ate aca teg ggt tgc acg caa gcg ate gat 336 
Ser Gin Asp Asp Val Phe He Thr Ser Gly Cys Thr Gin Ala He Asp 

100 105 HO 

gta gca ttg teg atg tta get cgt ccc agg get aat ata ctt ctt cca 384 
Val Ala Leu Ser Met Leu Ala Arg Pro Arg Ala Asn He Leu Leu Pro 
115 120 125 

agg cct ggt ttc cca ate tat gaa etc tgt get aag ttt aga cac ctt 432 
Arg Pro Gly Phe Pro He Tyr Glu Leu Cys Ala Lys Phe Arg His Leu 
130 135 140 



192 



240 



288 



480 
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ctt gat get gtc gag get ctt gca gac gaa aac acg gtt get ttg gtt 528 

Leu Asp Ala Val Glu Ala Leu Ala Asp Glu Asn Thr Val Ala Leu Val 

165 170 175 



gtt ata aac cct ggt aat cct tgc ggg aat gtc tat age tac cag cat 
Val He Asn Pro Gly Asn Pro Cys Gly Asn Val Tyr Ser Tyr Gin Hxs 

180 185 190 

ttg atg aag att gcg gaa teg gcg aaa aaa eta ggg ttt ctt gtg att 
Leu Met Lys He Ala Glu Ser Ala Lys Lys Leu Gly Phe Leu Val lie 
195 200 205 

get gat gag gtt tac ggt cat ctt get ttt ggt age aaa ccg ttt gtg 
Ala Asp Glu Val Tyr Gly His Leu Ala Phe Gly Ser Lys Pro Phe Val 
210 215 220 

cca atg ggt gtg ttt gga tct att gtt cct gtg ctt act ctt ggc tct 
Pro Met Gly Val Phe Gly Ser He Val Pro Val Leu Thr Leu Gly Ser 
225 230 235 240 

tta tea aag aga tgg ata gtt cca ggt tgg cga etc ggg tgg ttt gtc 
Leu Ser Lys Arg Trp He Val Pro Gly Trp Arg Leu Gly Trp Phe Val 

245 250 255 

I 

ace act gat cct tct ggt tec ttt aag gac cct aag ate att gag agg 
Thr Thr Asp Pro Ser Gly Ser Phe Lys Asp Pro Lys He He Glu Arg 

260 265 270 

ttt aag aaa tac ttt gat att ctt ggt gga cca get aca ttt att cag 
Phe Lys Lys Tyr Phe Asp He Leu Gly Gly Pro Ala Thr Phe He Gin 
275 280 285 

get gca gtt ccc act att ttg gaa cag acg gat gag tct ttc ttc aag 
Ala Ala Val Pro Thr He Leu Glu Gin Thr Asp Glu Ser Phe Phe Lys 
290 295 30° 

aaa ace ttg aac teg ttg aag aac tct teg gat att tgt tgt gac tgg 
Lys Thr Leu Asn Ser Leu Lys Asn Ser Ser Asp He Cys Cys Asp Trp 
305 310 315 320 

ate aag gag att cct tgc att gat tec teg cat cga cca gaa gga tec 
He Lys Glu He Pro Cys He Asp Ser Ser His Arg Pro Glu Gly Ser 

325 330 335 

atg gca atg atg gtc aag ctg aat etc tea tta ctt gaa gat gta agt 
Met Ala Met Met Val Lys Leu Asn Leu Ser Leu Leu Glu Asp Val Ser 

340 345 350 

gac gat ate gac ttc tgt ttc aag tta get agg gaa gaa tea gtc ate 
Asp Asp He Asp Phe Cys Phe Lys Leu Ala Arg Glu Glu Ser Val He 
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672 



720 
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355 360 365 

ctt ctt cct ggt acc gcg gtg ggg ctg aag aac tgg ctg agg ata acg 1152 
Leu Leu Pro Gly Thr Ala Val Gly Leu . Lys Asn Trp Leu Arg lie Thr 
370 375 380 



ttt gca gca gat gca act teg att gaa gaa get ttt aaa agg ate aaa 
Phe Ala Ala Asp Ala Thr Ser lie Glu Glu Ala Phe Lys Arg lie Lys 
385 390 395 .400 

tgt ttc tat ctt aga cat gee aag act caa tat cca acc ata t 
Cys Phe Tyr Leu Arg His Ala Lys Thr Gin Tyr Pro Thr lie 

405 410 



<210> 12 
<211> 414 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 12 

Met Glu Asn Gly Ala Thr Thr Thr Ser Thr lie Thr lie Lys Gly lie 
1 5 10 15 

Leu Ser Leu Leu Met Glu Ser He Thr Thr Glu Glu Asp Glu Gly Gly 

20 25 30 

Lys Arg Val He Ser Leu Gly Met Gly Asp Pro Thr Leu Tyr Ser Cys 

35 40 45 

Phe Arg Thr Thr Gin Val Ser Leu Gin Ala Val Ser Asp Ser Leu Leu 
50 55 60 

Ser Asn Lys Phe His Gly Tyr Ser Pro Thr Val Gly Leu Pro Gin Ala 
65 70 75 80 

Arg Arg Ala He Ala Glu Tyr Leu Ser Arg Asp Leu Pro Tyr Lys Leu 

85 90 95 

Ser Gin Asp Asp Val Phe He Thr Ser Gly Cys Thr Gin Ala lie Asp 

100 105 HO 

Val Ala Leu Ser Met Leu Ala Arg Pro Arg Ala Asn He Leu Leu Pro 
115 120 125 

Arg Pro Gly Phe Pro He Tyr Glu Leu Cys Ala Lys Phe Arg His Leu 
130 135 140 

Glu Val Arg Tyr Val Asp Leu Leu Pro Glu Asn Gly Trp Glu lie Asp 
145 150 155 160 
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* 

Leu Asp Ala Val Glu Ala Leu Ala Asp Glu Asn Thr Val Ala Leu Val 

165 . 170 175 

Val lie Asn Pro Gly Asn Pro Cys Gly Asn Val Tyr Ser Tyr Gin His 

180 185 190 

Leu Met Lys He Ala Glu Ser Ala Lys Lys Leu Gly Phe Leu Val He 

195 200 205 

r 

Ala Asp Glu Val Tyr Gly His Leu Ala Phe Gly Ser Lys Pro Phe Val 
210 215 220 

Pro Met Gly- Val Phe Gly Ser lie Val Pro Val Leu Thr Leu Gly Ser 
225 230 235 240 

Leu Ser Lys Arg Trp lie Val Pro Gly Trp Arg Leu Gly Trp Phe Val 

245 250 255 

Thr Thr Asp Pro Ser Gly Ser Phe Lys Asp Pro Lys lie lie Glu Arg 

260 265 270 

Phe Lys Lys Tyr Phe Asp He Leu Gly Gly Pro Ala Thr Phe He Gin 
275 280 285 



Ala Ala Val Pro Thr He Leu Glu Gin Thr Asp Glu Ser Phe Phe Lys 
290 295 300 

Lys Thr Leu Asn Ser Leu Lys Asn Ser Ser Asp He Cys Cys Asp Trp 
305 310 315 320 

He Lys Glu He Pro Cys He Asp Ser Ser His Arg Pro Glu Gly Ser 

325 330 335 

Met Ala Met Met Val Lys Leu Asn Leu Ser Leu Leu Glu Asp Val Ser 

340 345 350 

Asp Asp He Asp Phe Cys Phe Lys Leu Ala Arg Glu Glu Ser Val He 

355 360 365 

Leu Leu Pro Gly Thr Ala Val Gly Leu Lys Asn Trp Leu Arg He Thr 
370 375 380 

Phe Ala Ala Asp Ala Thr Ser He Glu Glu Ala Phe Lys' Arg He Lys 
385 390 395 400 

Cys Phe Tyr Leu Arg His Ala Lys Thr Gin Tyr Pro Thr He 

405 .410 
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<210> 13 
<211> 1338 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1338) 

<400> 13 

atg ggc cac caa aac gcc gcc gtt tea gag aat caa aac cat gat gac 
Met Gly His Gin Asn Ala Ala Val Ser Glu Asn Gin Asn His Asp Asp 
! 5 10 15 

ggc get gcg teg teg ccg gga. ttc aag etc gtc gga ttt tec aag ttc 
Gly Ala Ala Ser Ser Pro Gly Phe Lys Leu Val Gly Phe Ser Lys Phe 

20 25 30 

gta aga aag aat cca aag tct gat aaa ttc aag gtt aag cgc ttc cat 
Val Arg Lys Asn Pro Lys Ser Asp Lys Phe Lys Val Lys Arg Phe His 

35 40 .45 



tec tgg ggt ctg ggg atg aga ttc tec gcc aaa tec gat ctt tec acc 

Ser Trp. Gly Leu Gly Met Arg Phe Ser Ala Lys Ser Asp Leu Ser Thr 

65 70 75 80 

gga aac atg gtt cac gcc tct tac eta etc acc tec ggt gac etc cga 

Gly Asn Met Val His Ala Ser Tyr Leu Leu Thr Ser Gly Asp Leu Arg 

85 90 95 



aaa ccg aca acc aca get tct ate cca agt ttc gat cac ggc tct tgt 
Lys Pro Thr Thr Thr Ala Ser lie Pro Ser Phe Asp His Gly Ser Cys 
115 120 125 

cgt tec ttc ttc tct tea cat ggt etc ggt gtt aga gcc gtt gcg att 
Arg Ser Phe Phe Ser Ser His Gly Leu Gly Val Arg Ala Val Ala He 
130 135 140 

gaa gta gaa gac gca gag tea get ttc tec ate agt gta get aat ggc 
Glu Val Glu Asp Ala Glu Ser Ala Phe Ser He Ser Val Ala Asn Gly 
145 150 155 160 



48 



96 



144 



cac ate gag ttc tgg tgc ggc gac gca acc aac gtc get cgt cgc ttc 192 
His lie Glu Phe Trp Cys Gly Asp Ala Thr Asn Val Ala Arg Arg Phe 
50 55 60 



240 



288 



ttc ctt ttc act get cct tac tct ccg tct etc tec gcc gga gag att 336 
Phe Leu Phe Thr Ala Pro Tyr Ser Pro Ser Leu Ser Ala Gly Glu He 

100 105 HO 
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get att cct teg teg cct cct ate gtc etc aat gaa gca gtt acg ate 528 
Ala lie Pro Ser Ser Pro Pro lie Val Leu Asn Glu Ala Val Thr lie 

165 .170 175 

* * 

get gag gtt aaa eta tac ggc gat gtt gtt etc cga tat gtt agt tac 576 
Ala Glu Val Lys Leu Tyr Gly Asp Val Val Leu Arg Tyr Val Ser Tyr 

180 1B5 190 

aaa gca gaa gat ace gaa aaa tec gaa ttc ttg cca ggg ttc gag cgt 
Lys Ala Glu Asp Thr Glu Lys Ser Glu Phe Leu Pro Gly Phe Glu Arg 

195 200 205 

gta gag gat gcg teg teg ttc cca ttg gat tat ggt ate egg egg ctt 
Val Glu Asp Ala Ser Ser Phe Pro Leu Asp Tyr Gly He Arg Arg Leu 
210 215 220 

gac cac gee gtg gga aac gtt cct gag ctt ggt ccg get tta act tat 
Asp His Ala Val Gly Asn Val Pro Glu Leu Gly Pro Ala Leu Thr Tyr 
225 230 235 240 

gta gcg ggg ttc act ggt ttt cac caa ttc gca gag ttc aca gca gac 
Val Ala Gly Phe Thr Gly Phe His Gin Phe Ala Glu Phe Thr Ala Asp 

245 250 255 

gac gtt gga ace gec gag age ggt tta aat tea gcg gtc ctg get age 
Asp Val Gly Thr Ala Glu Ser Gly Leu Asn Ser Ala Val Leu Ala Ser 

260 265 270 

aat gat gaa atg gtt ctt eta ccg att aac gag cca gtg cac gga aca 
Asn Asp Glu Met Val Leu Leu Pro He Asn Glu Pro Val His Gly Thr 

275 280 285 

aag agg aag agt cag att cag acg tat ttg gaa cat aac gaa ggc gca 
Lys Arg Lys Ser Gin He Gin Thr Tyr Leu Glu His Asn Glu Gly Ala 
290 295 300 

ggg eta caa cat ctg get ctg atg agt gaa gac ata ttc agg ace ctg 
Gly Leu Gin His Leu Ala Leu Met Ser Glu Asp He Phe Arg Thr Leu 
305 310 315 320 

aga gag atg agg aag agg age agt att gga gga ttc gac ttc atg cct 
Arg Glu Met Arg Lys Arg Ser Ser He Gly Gly Phe Asp Phe Met Pro 

325 330 335 

tct cct ccg cct act tac tac cag aat etc aag aaa egg gtc ggc gac 
Ser Pro Pirp Pro Thr Tyr Tyr Gin Asn Leu Lys Lys Arg Val Gly Asp 

340 345 350 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



gtg etc age gat gat cag ate aag gag tgt gag gaa tta ggg att ctt 
Val Leu Ser Asp Asp Gin He Lys Glu Cys Glu Glu Leu Gly He Leu 
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355 360 365 

gta gac aga gat gat caa ggg acg ttg ctt caa ate ttc aca aaa cca 1152 
Val Asp Arg Asp Asp Gin Gly Thr Leu Leu Gin lie Phe Thr Lys Pro 
370 375 380 

eta ggt gac agg ccg acg ata ttt ata gag ata ate cag aga gta gga 1200 
Leu Gly Asp Arg Pro Thr He Phe He Glu He He Gin Arg Val Gly 
385 390 395 400 

tgc atg atg aaa gat gag gaa ggg aag get tac cag agt gga gga tgt 1248 
Cys Met Met Lys Asp Glu Glu Gly Lys Ala Tyr Gin Ser Gly Gly Cys 

405 410 415 

ggt ggt ttt ggc aaa ggc aat ttc tct gag etc ttc aag tec att gaa 1296 
Gly Gly Phe Gly Lys Gly Asn Phe Ser Glu Leu Phe Lys Ser He Glu 

420 425 430 

gaa tac gaa aag act ctt gaa gec aaa cag tta gtg gga tga 1338 
Glu Tyr Glu Lys Thr Leu Glu Ala Lys Gin Leu Val Gly 

435 440 445 



<210> 14 
<211> 445. 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 14 

Met Gly His Gin Asn Ala Ala Val Ser Glu Asn Gin Asn His Asp Asp 
! 5 10 15 

Gly Ala Ala Ser Ser Pro Gly Phe Lys Leu Val Gly Phe Ser Lys Phe 

20 25 30 

Val Arg Lys Asn Pro Lys Ser Asp Lys Phe Lys Val Lys Arg Phe His 

35 40 45 

His He Glu Phe Trp Cys Gly Asp Ala Thr Asn Val Ala Arg Arg Phe 
50 55 60 

Ser Trp Gly Leu Gly Met Arg Phe Ser Ala Lys Ser Asp Leu Ser Thr 
65 70 75 80 

Gly Asn Met Val His Ala Ser Tyr Leu Leu Thr Ser Gly Asp Leu Arg 

85 90 95 



Phe Leu Phe Thr Ala Pro Tyr Ser Pro Ser Leu Ser Ala Gly Glu 

100 105 HO 
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Lys Pro Thr Thr Thr Ala Ser He Pro Ser Phe Asp His Gly Ser Cys 
115 120 .125 

Arg Ser Phe Phe Ser Ser His Gly Leu Gly Val Arg Ala Val Ala He 
130 135 140 

Glu Val Glu Asp Ala Glu Ser Ala Phe Ser He Ser Val Ala Asn Gly 
145 150 . 155 . 160 

Ala He Pro Ser Ser Pro Pro He Val Leu Asn Glu Ala Val Thr He 

165 170 175 

Ala Glu Val Lys Leu Tyr Gly Asp Val Val Leu Arg Tyr Val Ser Tyr 

180 185 190 

Lys Ala Glu Asp Thr Glu Lys Ser Glu Phe Leu Pro Gly Phe Glu Arg 
195 200 205 

Val Glu Asp Ala Ser Ser Phe Pro Leu Asp Tyr Gly lie Arg Arg Leu 
210 215 220 

Asp His Ala Val Gly Asn Val Pro Glu Leu Gly Pro Ala Leu Thr Tyr 
225 230 235 240 

Val Ala Gly Phe Thr Gly Phe His Gin Phe Ala Glu Phe Thr Ala Asp 

245 250 255 

Asp Val Gly Thr Ala Glu Ser Gly Leu Asn Ser Ala Val Leu Ala Ser 

260 265 270 

Asn Asp Glu Met Val Leu Leu Pro lie Asn Glu Pro Val His Gly Thr 
275 280 285 

Lys Arg Lys Ser Gin He Gin Thr Tyr Leu Glu His Asn Glu Gly Ala 
290 295 300 

Gly Leu Gin His Leu Ala Leu Met Ser Glu Asp He Phe Arg Thr Leu 
305 310 315 320 

Arg Glu Met Arg Lys Arg Ser Ser He Gly Gly Phe Asp Phe Met Pro 

325 330 335 

Ser Pro Pro Pro Thr Tyr Tyr Gin Asn Leu Lys Lys Arg Val Gly Asp 

340 345 350 

Val Leu Ser Asp Asp Gin He Lys Glu Cys Glu Glu Leu Gly He Leu 
355 360 365 

Val Asp Arg Asp Asp Gin Gly Thr Leu Leu Gin lie Phe Thr Lys Pro 
370 375 3.80 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

31 

Leu Gly Asp Arg Pro Thr He Phe He Glu He He Gin Arg Val Gly 
385 390 395 400 

Cys Met Met Lys Asp Glu Glu Gly Lys Ala Tyr Gin Ser Gly Gly Cys 

405 410 415 

Gly Gly Phe Gly Lys Gly Asn Phe Ser Glu Leu Phe Lys Ser lie Glu 

420 425 . 430 

Glu Tyr Glu Lys Thr Leu Glu Ala Lys Gin Leu Val Gly 
435 440 445 



ccc gag get ttc gac teg aat age aaa cag aag tct ttt aga gac teg 
Pro Glu Ala Phe Asp Ser Asn Ser Lys Gin Lys Ser Phe Arg Asp Ser 

85 90 95 



48 



<210> 15 
<211> 1182 
<212> DtNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 
<222> (-1) . • (1182) 

<400> 15 

atg gag tct ctg etc tct agt tct tct ctt gtt tec get get ggt ggg 
Met Glu Ser Leu Leu Ser Ser Ser Ser Leu Val Ser Ala Ala Gly Gly 
1 5 10 15 

ttt tgt tgg aag aag cag aat eta aag etc cac tct tta tea gaa ate 
Phe Cys Trp Lys Lys Gin Asn Leu Lys Leu His Ser Leu Ser Glu lie 

20 25 30 

cga gtt ctg cgt tgt gat teg agt aaa gtt gtc gca aaa ccg aag ttt 144 
Arg Val Leu Arg Cys Asp Ser Ser Lys Val Val Ala Lys Pro Lys Phe 

35 40 45 

agg aac aat ctt gtt agg cct gat ggt caa gga tct tea ttg ttg ttg 192 
Arg Asn Asn Leu Val Arg Pro Asp Gly Gin Gly Ser Ser Leu Leu Leu 
50 55 60 

tat cca aaa cat aag teg aga ttt egg gtt aat gee act gcg ggt cag 240 
Tyr Pro Lys His Lys Ser Arg Phe Arg Val Asn Ala Thr Ala Gly Gin 
65 70 75 80 



96 



288 



tta gat gcg ttt tac agg ttt tct agg cct cat aca gtt att ggc aca 
Leu Asp Ala Phe Tyr Arg Phe Ser Arg . Pro His Thr Val He Gly Thr 
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atg agt ttc tgg ctt ggg tgg att gtt ggt tea tgg cca ttg ttc tgg 
Met Ser Phe Trp Leu Gly Trp lie Val Gly Ser Trp Pro Leu Phe Trp 

195 200 205 

get ctt ttt gtg agt ttc atg etc ggt act gca tac tct ate aat ttg 
Ala Leu Phe Val Ser Phe Met Leu Gly Thr Ala Tyr Ser He Asn Leu 
210 215 220 

cca ctt tta egg tgg aaa aga ttt gca ttg gtt gca gca atg tgt ate 
Pro Leu Leu Arg Trp Lys Arg Phe Ala Leu Val Ala Ala Met Cys He 
225 230 235 240 

etc get gtc ega get att att gtt caa ate gee ttt tat eta cat att 
Leu Ala Val Arg Ala He He Val Gin He Ala Phe Tyr Leu His He 

245 250 255 

cag aca cat gtg ttt gga aga cca ate ttg ttc act agg cct ctt att 
Gin Thr His Val Phe Gly Arg Pro He Leu Phe Thr Arg Pro Leu He 

260 265 270 

ttc gee act gcg ttt atg age ttt ttc tct gtc gtt att gca ttg ttt 
Phe Ala Thr Ala Phe Met Ser Phe Phe Ser Val Val He Ala Leu Phe 
275 280 285 



384 



432 



100 105 HO 

gtg ctt age att tta tct gta tct ttc tta gca gta gag aag gtt tct 
Val Leu Ser He Leu Ser Val Ser Phe Levi Ala Val Glu Lys Val Ser 

115 120 125 

gat ata tct cct tta ctt ttc act ggc ate ttg gag get gtt gtt gca 
Asp He Ser Pro Leu Leu Phe Thr Gly He Leu Glu Ala Val Val Ala 
130 135 140 

get etc atg atg aac att tac ata gtt ggg eta aat cag ttg tct gat 
Ala Leu Met Met Asn lie Tyr lie Val Gly Leu Asn Gin Leu Ser Asp 
145 150 155 160 

gtt gaa ata gat aag gtt aac aag ccc tat ctt cca ttg gca tea gga 
Val Glu He Asp Lys Val Asn Lys Pro Tyr Leu Pro Leu Ala Ser Gly 

165 170 175 

gaa tat tct gtt aac acc ggc att gca ata gta get tec ttc tec ate 576 
Glu Tyr Ser Val Asn Thr Gly lie Ala He Val Ala Ser Phe Ser He 

180 185 190 



480 



528 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



aag gat ata cct gat ate gaa ggg gat aag ata ttc gga ate ega tea 
Lys Asp He Pro Asp lie Glu Gly Asp Lys He Phe Gly He Arg Ser 
290 295 300 



912 



1008 



1056 
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ttc tct gta act ctg ggt cag aaa egg gtg ttt tgg aca tgt gtt aca 960 
Phe Ser Val Thr Leu Gly Gin Lys Arg Val Phe Trp Thr Cys Val Thr 
305 310 315 320 

eta ctt caa atg get tac get gtt gca att eta gtt gga gec aca tct 
Leu Leu Gin Met Ala Tyr Ala Val Ala lie Leu Val Gly Ala Thr Ser 

325 330 335 

cca ttc ata tgg age aaa gtc ate teg gtt gtg ggt cat gtt ata etc 
pro Phe lie Trp Ser Lys Val He Ser Val Val Gly His Val He Leu 

340 345 350 

gca aca act ttg tgg get cga get aag tec gtt gat ctg agt age aaa 
Ala Thr Thr Leu Trp Ala Arg Ala Lys Ser Val Asp Leu Ser Ser Lys 

355 360 365 

ace gaa ata act tea tgt tat atg ttc ata tgg aag etc ttt tat gca 1152 
Thr Glu He Thr Ser Cys Tyr Met Phe He Trp Lys Leu Phe Tyr Ala 
370 375 380 

gag tac ttg ctg tta cct ttt ttg aag tga 1182 
Glu Tyr Leu Leu Leu Pro Phe Leu Lys 
385 390 



1104 



<210> 16 
<211> 393 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 16 

Met Glu Ser Leu Leu Ser Ser Ser Ser Leu Val Ser Ala Ala Gly Gly 
1 5 10 15 

Phe Cys Trp Lys Lys Gin Asn Leu Lys Leu His Ser Leu Ser Glu He 

20 25 30 

Arg Val Leu Arg Cys Asp Ser Ser Lys Val Val Ala Lys Pro Lys Phe 

35 40 45 

Arg Asn Asn Leu Val Arg Pro Asp Gly Gin Gly Ser Ser Leu Leu Leu 
50 55 60 

Tyr Pro Lys His Lys Ser Arg Phe Arg Val Asn Ala Thr Ala Gly Gin 
65 70 75 80 

Pro Glu Ala Phe Asp Ser Asn Ser Lys Gin Lys Ser Phe Arg Asp Ser 

85 90 95 

Leu Asp Ala Phe Tyr Arg Phe Ser Arg Pro His Thr Val He Gly Thr 
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100 105 HO 

Val Leu Ser He Leu Ser Val Ser Phe Leu Ala Val Glu Lys Val Ser 

115 120 125 

Asp He Ser Pro Leu Leu Phe Thr Gly He Leu Glu Ala Val Val Ala 
130 135 140 

Ala Leu Met Met Asn He Tyr He Val Gly Leu Asn Gin Leu Ser Asp 
145 150 . 155 160 

Val Glu He Asp Lys Val Asn Lys Pro Tyr Leu Pro Leu Ala Ser Gly 

165 170 175 

Glu Tyr Ser Val Asn Thr Gly He Ala He Val Ala Ser Phe Ser He 

180 185 190 

Met Ser Phe Trp Leu Gly Trp He Val Gly Ser Trp Pro Leu Phe Trp 

195 200 205 

Ala Leu Phe Val Ser Phe Met Leu Gly Thr Ala Tyr Ser He Asn Leu 
210 215 220 

Pro Leu Leu Arg Trp Lys Arg Phe Ala Leu Val Ala Ala Met Cys He 
225 230 235 240 

Leu Ala Val Arg Ala He He Val Gin He Ala Phe Tyr Leu His He 

245 250 255 

Gin Thr His Val Phe Gly Arg Pro He Leu Phe Thr Arg Pro Leu He 

260 265 270 

Phe Ala Thr Ala Phe Met Ser Phe Phe Ser Val Val He Ala Leu Phe 

275 280 285 

Lys Asp He Pro Asp He Glu Gly Asp Lys He Phe Gly He Arg Ser 
290 295 300 

Phe Ser Val Thr Leu Gly Gin Lys Arg Val Phe Trp Thr Cys Val Thr 
305 310 315 320 

Leu Leu Gin Met Ala Tyr Ala Val Ala He Leu Val Gly Ala Thr Ser 

325 330 335 

Pro Phe He Trp Ser Lys Val He Ser Val Val Gly His Val He Leu 

340 345 350 



Ala Thr Thr Leu Trp Ala Arg Ala Lys Ser Val Asp Leu Ser Ser Lys 

355 360 365 
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Thr Glu lie Thr Ser Cys Tyr Met Phe lie Trp Lys Leu Phe Tyr Ala 
370 375 380 

Glu Tyr Leu Leu Leu Pro Phe Leu Lys 
385 390 



aaa gtt aca aag atg aag atg att tec cca tec aac gtt get gtt gat 
Lys Val Thr Lys Met Lys Met lie Ser Pro Ser Asn Val Ala Val Asp 

115 120 125 



48 



96 



<210> 17 
<211> 1509 
<212> DNA 

<213> Nicotiana tabacum 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (1395) 

<400> 17 

atg get tec att get etc aaa act ttc acc ggc etc cgt caa tec teg 

Met Ala Ser He Ala Leu Lys Thr Phe Thr Gly Leu Arg Gin Ser Ser 
1 5 10 15 

ccg gaa aac aat tec att act ctt tct aaa tec etc ccc ttc acc caa 
Pro Glu Asn Asn Ser lie Thr Leu Ser Lys Ser Leu Pro Phe Thr Gin 

20 25 30 

acc cac cgt agg etc cga ate aat get tec aaa tec age cca aga gtc 
Thr His Arg Arg Leu Arg He Asn Ala Ser Lys Ser Ser Pro Arg Val 

35 40 45 

aac ggc cgc aat ctt cgt gtt gcg gtg gtg ggc ggt ggt cct get ggt 192 
Asn Gly Arg Asn Leu Arg Val Ala Val Val Gly Gly Gly Pro Ala Gly 
50 55 60 

ggc gec gec get gaa aca etc gee aag gga gga att gaa acc ttc tta 240 
Gly Ala Ala Ala Glu Thr Leu Ala Lys Gly Gly He Glu Thr Phe Leu 
65 70 75 80 

ate gaa cgc aaa atg gac aac tgc aaa ccc tgc ggt ggg gec ate cca 288 
He Glu Arg Lys Met Asp Asn Cys Lys Pro Cys Gly Gly Ala He Pro 

85 90 95 

ctt tgc atg gtg gga gaa ttt gac etc cct ttg gat ate att gac egg 336 
Leu Cys Met Val Gly Glu Phe Asp Leu Pro Leu Asp He He Asp Arg 

100 105 HO 



144 



384 



att ggt cag act tta aag cct cac gag tac ate ggt atg gtg cgc cgc 
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lie Gly Gin Thr Leu Lys Pro His Glu Tyr lie Gly Met Val Arg Arg 
130 135 140 



gaa gta etc gat get tac etc cgt gac cgc get get gaa gee gga gee 
Glu Val Leu Asp Ala Tyr Leu Arg Asp Arg Ala Ala Glu Ala Gly Ala 
145 150 155 160 

tct gtt etc aac ggc ttg ttc etc aaa atg gac atg ccc aaa get ccc 
Ser Val Leu Asn Gly Leu Phe Leu Lys Met Asp Met Pro Lys Ala Pro 

165 170 175 

aac gca cct tac gtc ctt cac tac aca get tac gac tec aaa act aat 
Asn Ala Pro Tyr Val Leu His Tyr Thr Ala Tyr Asp Ser Lys Thr Asn 

180 185 190 

ggc gcg ggg gag aag cgt acc ctg gaa gtt gac gee gtt ate ggc get 
Gly Ala Gly Glu Lys Arg Thr Leu Glu Val Asp Ala Val lie Gly Ala 

195 200 205 

gac ggt gca aat tec cgt gtc gca aaa tec ata aac gec ggt gac tac 
Asp Gly Ala Asn Ser Arg Val Ala Lys Ser He Asn Ala Gly Asp Tyr 
210 215 220 

gag tac get att gca ttc caa gaa agg att aaa att tec gat gat aaa 
Glu Tyr Ala He Ala Phe Gin Glu Arg lie Lys He Ser Asp Asp Lys 
225 230 235 240 

atg aag tat tac gag aat tta get gaa atg tac gtg ggt gat gac gtg 
Met Lys Tyr Tyr Glu Asn Leu Ala Glu Met Tyr Val Gly Asp Asp Val 

245 250 255 

tec cct gat ttt tac ggg tgg gtt ttc ccc aaa tgt gac cac gtt gec 
Ser Pro Asp Phe Tyr Gly Trp Val Phe Pro Lys Cys Asp His Val Ala 

260 265 270 

gtt ggc act ggc aca gtc acc cac aaa get gac ate aaa aaa ttc cag 
Val Gly Thr Gly Thr Val Thr His Lys Ala Asp lie Lys Lys Phe Gin 

275 280 285 

eta get aca aga ttg aga get gat tec aaa ate acc ggc gga aaa att 
Leu Ala Thr Arg Leu Arg Ala Asp Ser Lys He Thr Gly Gly Lys He 
290 295 300 

ate egg gtc gag gec cac ccg att cca gaa cac cca aga ccc aga aga 
He Arg Val Glu Ala His Pro He Pro Glu His Pro Arg Pro Arg Arg 
305 310 315 320 

tta caa gac aga gtt gca ttg gtt ggt . gat gcg gca ggg tac gtg acc 
Leu Gin Asp Arg Val Ala Leu Val Gly Asp Ala Ala Gly Tyr Val Thr 

325 330 335 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 
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aaa tgt teg ggc gaa ggg att tac ttc gcg gca aag agt gga cgt atg 1056 
Lys Cys Ser Gly Glu Gly He Tyr Phe Ala Ala Lys Ser Gly Arg Met 

340 345. 350 

tgt get gaa gca att gtt gaa ggg tea gaa atg gga aaa aga atg gtg 1104 
Cys Ala Glu Ala He Val Glu Gly Ser Glu Met Gly Lys Arg Met Val 

355 360 365 

gac gag agt gat ttg agg aag tat ttg gag aaa tgg gac aag act tat 1152 
Asp Glu Ser Asp Leu Arg Lys Tyr Leu Glu Lys Trp Asp Lys Thr Tyr 
370 375 380 

tgg cca acg tac aag gtg ctt gat ata ttg cag aag gta ttt tac agg 1200 
Trp Pro Thr Tyr Lys Val Leu. Asp He Leu Gin Lys Val Phe Tyr Arg 
385 390 395 400 

teg aat ccg gcg agg gaa gca ttt gtt gaa atg tgc gca gat gag tat 1248 
Ser Asn Pro Ala Arg Glu Ala Phe Val Glu Met Cys Ala Asp Glu Tyr 

405 410 415 

gtg cag aag atg aca ttt gac age tat ttg tac aag aaa gta gca cca 1296 
Val Gin Lys Met Thr Phe Asp Ser Tyr Leu Tyr Lys Lys Val Ala Pro 

420 425 430 

gga aac cca att gaa gac ttg aag ctt get gtg aat acc att gga agt 1344 
Gly Asn Pro lie Glu Asp Leu Lys Leu Ala Val Asn Thr He Gly Ser 

435 440 445 

ttg gtg aga get aat gca eta aga agg gaa atg gac aag etc agt gta 1392 
Leu Val Arg Ala Asn Ala Leu Arg Arg Glu Met Asp Lys Leu Ser Val 
450 455 460 

taa gaagattaac agcattaata ttttcttgta attgaaggat ttatttctca 1445 
465 

aattactctg taaacacctt tcatcctgcc tttaatcgga tttatgtaac ttcataattt 1505 



gage 



1509 



<210> 18 
<211> 464 
<212> PRT 

<213> Nicotiana tabacum 



<400> 18 

Met Ala Ser He Ala Leu Lys Thr Phe Thr Gly Leu Arg Gin Ser Ser 
15 10 15 
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Pro Glu Asn Asn Ser lie Thr Leu Ser Lys Ser Leu Pro Phe Thr Gin 

20 25 .30 

Thr His Arg Arg Leu Arg lie Asn Ala Ser Lys Ser Ser Pro Arg Val 

35 . 40 45 



* i 



Asn Gly Arg Asn Leu Arg Val Ala Val Val Gly Gly Gly Pro Ala Gly 
50 55 60 

Gly Ala Ala Ala Glu Thr Leu Ala Lys Gly Gly lie Glu Thr Phe Leu 
65 70 75 80 

lie Glu Arg I*ys Met Asp Asn Cys Lys Pro Cys Gly Gly Ala He Pro 

85 90 95 

Leu Cys Met Val Gly Glu Phe Asp Leu Pro Leu Asp He He Asp Arg 

100 105 110 

Lys Val Thr Lys Met Lys Met lie Ser Pro Ser Asn Val Ala Val Asp 

115 120 125 

He Gly Gin Thr Leu Lys Pro His Glu Tyr He Gly Met Val Arg Arg 
130 135 140 

Glu Val Leu Asp Ala Tyr Leu Arg Asp Arg Ala Ala Glu Ala Gly Ala 
145 150 155 160 

Ser Val Leu Asn Gly Leu Phe Leu Lys Met Asp Met Pro Lys Ala Pro 

165 170 175 

Asn Ala Pro Tyr Val Leu His Tyr Thr Ala Tyr Asp Ser Lys Thr Asn 

180 185 190 

Gly Ala Gly Glu Lys Arg Thr Leu Glu Val Asp Ala Val He Gly Ala 

195 200 205 

Asp Gly Ala Asn Ser Arg Val Ala Lys Ser He Asn Ala Gly Asp Tyr 
210 215 220 

Glu Tyr Ala He Ala Phe Gin Glu Arg He Lys He Ser Asp Asp Lys 
225 230 235 240 

Met Lys Tyr Tyr Glu Asn Leu Ala Glu Met Tyr Val Gly Asp Asp Val 

245 250 255 

Ser Pro Asp Phe Tyr Gly Trp Val Phe Pro Lys Cys Asp His Val Ala 

260 265 270 

Val Gly Thr Gly Thr Val Thr His Lys Ala Asp He Lys Lys Phe Gin 
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275 280 285 

Leu Ala Thr Arg Leu Arg Ala Asp Ser Lys lie Thr Gly Gly Lys He 
290 295 300 

He Arg Val Glu Ala His Pro He Pro Glu His Pro Arg Pro Arg Arg 
305 310 315 320 

Leu Gin Asp Arg Val Ala Leu Val Gly Asp Ala Ala Gly Tyr Val Thr 

325 330 335 

Lys Cys Ser Gly Glu Gly He Tyr Phe Ala Ala Lys Ser Gly Arg Met 

340 345 350 

Cys Ala Glu Ala He Val Glu Gly Ser Glu Met Gly Lys Arg Met Val 
355 360 365 

Asp Glu Ser Asp Leu Arg Lys Tyr Leu Glu Lys Trp Asp Lys Thr Tyr 
370 375 380 

Trp Pro Thr Tyr Lys Val Leu Asp He Leu Gin Lys Val Phe Tyr Arg 
385 390 . 395 400 

Ser Asn Pro Ala Arg Glu Ala Phe Val Glu Met Cys Ala Asp Glu Tyr 

405 410 415 

Val Gin Lys Met Thr Phe Asp Ser Tyr Leu Tyr Lys Lys Val Ala Pro 

420 425 430 

Gly Asn Pro lie Glu Asp Leu Lys Leu Ala Val Asn Thr He Gly Ser 
435 440 445 

Leu Val Arg Ala Asn Ala Leu Arg Arg Glu Met Asp Lys Leu Ser Val 
450 455 460 



<210> 19 
<211> 957 
<212> DNA 

<213> Synechocystis PCC6803 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (957) 

<400> 19 

atg ccc gag tat ttg ctt ctg ccc get ggc eta att tec etc tec ctg 

Met Pro Glu Tyr Leu Leu Leu Pro Ala Gly Leu He Ser Leu Ser Leu 
. 1 5 10 15 



48 
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gcg ate gec get gga ctg tat etc eta act gee egg ggc tat cag tea 96 
Ala lie Ala Ala Gly Leu Tyr Leu Leu Thr Ala Arg Gly Tyr Gin Ser 

20 25 .30 

teg gat tec gtg gec aac gee tac gac caa tgg aca gag gac ggc att 144 
Ser Asp Ser Val Ala Asn Ala Tyr Asp Gin Trp Thr Glu Asp Gly lie 

35 40 45 

ttg gaa tat tac tgg ggc gac cat ate cac etc ggc cat tat ggc gat 192 
Leu Glu Tyr Tyr Trp Gly Asp His lie His Leu Gly His Tyr Gly Asp 
50 55 60 

ccg cca gtg gee aag gat ttc ate caa teg aaa att gat ttt gtc cat 240 
Pro Pro Val Ala Lys Asp Phe lie Gin Ser Lys lie Asp Phe Val His 
65 70 75 80 

gec atg gee cag tgg ggc gga tta gat aca ctt ccc ccc ggc aca acg 288 
Ala Met Ala Gin Trp Gly Gly Leu Asp Thr Leu Pro Pro Gly Thr Thr 

85 90 95 

gta ttg gat gtg ggt tgc ggc att ggc ggt age agt cgc att etc gec 336 
Val Leu Asp Val Gly Cys Gly lie Gly Gly Ser Ser Arg lie Leu Ala 

100 105 110 

aaa gat tat ggt ttt aac gtt acc ggc ate acc att agt ccc caa cag 384 
Lys Asp Tyr Gly Phe Asn Val Thr Gly He Thr He Ser Pro Gin Gin 
115 120 125 

gtg aaa egg gcg acg gaa tta act cct ccc gat gtg acg gec aag ttt 432 
Val Lys Arg Ala Thr Glu Leu Thr Pro Pro Asp Val Thr Ala Lys Phe 
130 135 140 

gcg gtg gac gat get atg get ttg tct ttt cct gac ggt agt ttc gac 480 
Ala Val Asp Asp Ala Met Ala Leu Ser Phe Pro Asp Gly Ser Phe Asp 
145 150 155 160 

gta gtt tgg teg gtg gaa gca ggg ccc cac atg cct gac aaa get gtg 528 
Val Val Trp Ser Val Glu Ala Gly Pro His Met Pro Asp Lys Ala Val 

165 170 175 

ttt gee aag gaa tta ctg egg gtc gtg aaa cca ggg ggc att ctg gtg 576 
Phe Ala Lys Glu Leu Leu Arg Val Val Lys Pro Gly Gly He Leu Val 

180 185 190 

gtg gcg gat tgg aat caa egg gac gat cgc caa gtg ccc etc aac ttc 624 
Val Ala Asp Trp Asn Gin Arg Asp Asp Arg Gin Val Pro Leu Asn Phe 
195 200 205 



tgg gaa aaa cca gtg atg cga caa ctg ttg gat caa tgg tec cac cct 
Trp Glu Lys Pro Val Met Arg Gin Leu Leu Asp Gin Trp Ser His Pro 



672 



WO 02/072848 



210 



PCT/EP02/02492 



41 



215 



220 



gcc ttt gcc age att gaa ggt ttt gcg gaa aat ttg gaa gec acg ggt 720 
Ala Phe Ala Ser He Glu Gly Phe Ala Glu Asn Leu Glu Ala Thr Gly 
225 230 235 240 

ttg gtg gag ggc cag gtg act act get gat tgg act gta ccg acc etc 768 
Leu Val Glu Gly Gin Val Thr Thr Ala Asp Trp Thr Val Pro Thr Leu 

245 250 255 

ccc get tgg ttg gat acc att tgg cag ggc att ate egg ccc cag ggc 816 
Pro Ala Trp Leu Asp Thr He Trp Gin Gly He lie Arg Pro Gin Gly 

260 265 270 

tgg tta caa tac ggc att cgt ggg ttt ate aaa tec gtg egg gaa gta 864 
Trp Leu Gin Tyr Gly He Arg Gly Phe He Lys Ser Val Arg Glu Val 
275 280 285 

ccg act att tta ttg atg cgc ctt gcc ttt ggg gta gga ctt tgt cgc 912 
Pro Thr He Leu Leu Met Arg Leu Ala Phe Gly Val Gly Leu Cys Arg 
290 295 300 



ttc ggt atg ttc aaa gca gtg cga aaa aac gcc act caa get taa 
Phe Gly Met Phe Lys Ala Val Arg Lys Asn Ala Thr Gin Ala 
305 , 310 315 



957 



<210> 20 
<211> 318 
<212> PRT 

<213> Synechocystis PCC6803 
<400> 20 

Met Pro Glu Tyr Leu Leu Leu Pro Ala Gly Leu He Ser Leu Ser Leu 
1 5 10 15 

Ala He Ala Ala Gly Leu Tyr Leu Leu Thr Ala Arg Gly Tyr Gin Ser 

20 25 30 

Ser Asp Ser Val Ala Asn Ala Tyr Asp Gin Trp Thr Glu Asp Gly He 

35 40 45 



Leu Glu Tyr Tyr Trp Gly Asp His He His Leu Gly His Tyr Gly Asp 
50 55 60 

Pro Pro Val Ala Lys Asp Phe He Gin Ser Lys He Asp Phe Val His 
65 70 75 80 



Ala Met Ala Gin Trp Gly Gly Leu Asp Thr Leu Pro Pro Gly Thr Thr 

85 90 95 
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Val Leu Asp Val Gly Cys Gly lie Gly Gly Ser Ser Arg lie Leu Ala 

100 105 110 

Lys Asp Tyr Gly Phe Asn Val Thr Gly lie Thr lie Ser Pro Gin Gin 
115 120 125 

Val Lys . Arg Ala Thr Glu Leu Thr Pro Pro Asp Val Thr Ala Lys Phe 
130 135 140 

Ala Val Asp Asp Ala Met Ala Leu Ser Phe Pro. Asp Gly Ser Phe Asp 
145 150 155 160 

Val Val Trp Ser Val Glu Ala Gly Pro His Met Pro Asp Lys Ala Val 

165 170 175 

Phe Ala Lys Glu Leu Leu Arg Val Val Lys Pro Gly Gly lie Leu Val 

180 185 190 

Val Ala Asp Trp Asn Gin Arg Asp Asp Arg Gin Val Pro Leu Asn Phe 
195 200 205 

Trp Glu Lys Pro Val Met Arg Gin Leu Leu Asp Gin Trp Ser His Pro 
210 215 220 

Ala Phe Ala Ser lie Glu Gly Phe Ala Glu Asn Leu Glu Ala Thr Gly 
225 230 235 240 

Leu Val Glu Gly Gin Val Thr Thr Ala Asp Trp Thr Val Pro Thr Leu 

245 250 255 

* 

Pro Ala Trp Leu Asp Thr lie Trp Gin Gly He He Arg Pro Gin Gly 

260 265 270 

Trp Leu Gin Tyr Gly He Arg Gly Phe He Lys Ser Val Arg Glu Val 
275 280 285 

Pro Thr He Leu Leu Met Arg Leu Ala Phe Gly Val Gly Leu Cys Arg 
290 295 300 

Phe Gly Met Phe Lys Ala Val Arg Lys Asn Ala Thr Gin Ala 
305 310 315 



<210> 21 
<211> 1100 
<212> DNA 

<213> Synechocystis PCC6803 
<220> 
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<221> CDS 

<222> (1) . . (1092) 



gcc acg gtc aag gaa ggt tat caa ate cat caa aat cag cac caa gga 
Ala Thr Val Lys Glu Gly Tyr Gin lie His Gin Asn Gin His Gin Gly 
115 120 125 

caa ate att cat ggc gat cgc cat tgt cgt tgg cag ttc acc gta gaa 
Gin He He His Gly Asp Arg His Cys Arg Trp Gin Phe Thr Val Glu 
130 135 140 

ccg gaa gta act tgg ggg agt cct aac cga ttt cct egg get aca gcg 
Pro Glu Val Thr Trp Gly Ser Pro Asn Arg Phe Pro Arg Ala Thr Ala 
145 150 155 160 



48 



<400>. 21 

atg aaa ttt ccg ccc cac agt ggt tac cat tgg caa ggt caa tea cct 
Met Lys Phe Pro Pro His Ser Gly Tyr His Trp Gin Gly Gin Ser Pro 
1 5 10 15 

ttc ttt gaa ggt tgg tac gtg cgc ctg ctt ttg ccc caa tec ggg gaa 96 
Phe Phe Glu Gly Trp Tyr Val Arg Leu Leu Leu Pro Gin Ser Gly Glu 

20 25 30 

* * 

agt ttt get ttt atg tac tec ate gaa aat cct get age gat cat cat 144 
Ser Phe Ala Phe Met Tyr Ser He Glu Asn Pro Ala Ser Asp His His 

35 40 45 

tac ggc ggc ggt get gtg caa att tta ggg ccg get acg aaa aaa caa 192 
Tyr Gly Gly Gly Ala Val Gin He Leu Gly Pro Ala Thr Lys Lys Gin 
50 55 60 

gaa aat cag gaa gac caa ctt gtt tgg egg aca ttt ccc teg gta aaa 240 
Glu Asn Gin Glu Asp Gin Leu Val Trp Arg Thr Phe Pro Ser Val Lys 
65 70 75 80 

aaa ttt tgg gcc agt cct cgc cag ttt gcc eta ggg cat tgg gga aaa 288 
Lys Phe Trp Ala Ser Pro Arg Gin Phe Ala Leu Gly His Trp Gly Lys 

85 90 95 

tgt agg gat aac agg cag gcg aaa ccc eta etc tec gaa gaa ttt ttt 336 
Cys Arg Asp Asn Arg Gin Ala Lys Pro Leu Leu Ser Glu Glu Phe Phe 

100 105 110 



384 



432 



480 



ggt tgg ctt tec ttt tta ccc ttg ttt gat ccc ggt tgg caa att ctt 528 
Gly Trp Leu Ser Phe Leu Pro Leu Phe Asp Pro Gly Trp Gin He Leu 

165 170 175 



tta gcc caa ggt aga gcg cac ggc tgg ctg aaa tgg cag agg gaa cag 
Leu Ala Gin Gly Arg Ala His Gly Trp Leu Lys Trp Gin Arg Glu Gin 



576 
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gag gaa aat ttg age aaa aaa aca gtg cca ttc tga gggaataa 
Glu Glu Asn Leu Ser Lys Lys Thr Val Pro Phe 
355 360 



624 



672 



720 



768 



816 



180 185 190 

tat gaa ttt gac cac gec eta gtt tat gec gaa aaa aat tgg ggt cac 
Tyr Glu Phe Asp His Ala Leu Val Tyr Ala Glu Lys Asn Trp Gly His 
195 200 205 

tec ttt ccc tec cgc tgg ttt tgg etc caa gca aat tat ttt cct gac 
Ser Phe Pro Ser Arg Trp Phe Trp Leu Gin Ala Asn Tyr Phe Pro Asp 
210 215 220 

cat cca gga ctg age gtc act gec get ggc ggg gaa egg att gtt ctt 
His Pro Gly Leu Ser Val Thr Ala Ala Gly Gly Glu Arg lie Val Leu 
225 230 235 240 

ggt cgc ccc gaa gag gta get tta att ggc tta cat cac caa ggt aat 
Gly Arg Pro Glu Glu Val Ala Leu He Gly Leu His His Gin Gly Asn 

245 250 255 

ttt tac gaa ttt ggc ccg ggc cat ggc aca gtc act tgg caa gta get 
Phe Tyr Glu Phe Gly Pro Gly His Gly Thr Val Thr Trp Gin Val Ala 

260 265 270 

ccc tgg ggc cgt tgg caa tta aaa gee age aat gat agg tat tgg gtc 
Pro Trp Gly Arg Trp Gin Leu Lys Ala Ser Asn Asp Arg Tyr Trp Val 
275 280 285 

aag ttg tec gga aaa aca gat aaa aaa ggc agt tta gtc cac act ccc 
Lys Leu Ser Gly Lys Thr Asp Lys Lys Gly Ser Leu Val His Thr Pro 
290 295 300 

acc gec cag ggc tta caa etc aac tgc cga gat acc act agg ggc tat 
Thr Ala Gin Gly Leu Gin Leu Asn Cys Arg Asp Thr Thr Arg Gly Tyr 
305 310 315 320 

ttg tat ttg caa ttg gga tct gtg ggt cac ggc ctg ata gtg caa ggg 
Leu Tyr Leu Gin Leu Gly Ser Val Gly His Gly Leu He Val Gin Gly 

325 330 335 

gaa acg gac acc gcg ggg eta gaa gtt gga ggt gat tgg ggt tta aca 1056 
Glu Thr Asp Thr Ala Gly Leu Glu Val Gly Gly Asp Trp. Gly Leu Thr 

340 345 350 



864 



912 



960 



1008 



1100 



<210> 22 
<211> 363 
<212> PRT 
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<213> Synechocystis PCC6803 
<400> 22 

Met Lys Phe Pro Pro His Ser Gly Tyr. His Trp Gin Gly Gin Ser Pro 
1 5 10 15 

Phe Phe Glu Gly Trp Tyr Val Arg Leu Leu Leu Pro Gin Ser Gly Glu 

20 25 30 

Ser Phe Ala Phe Met Tyr Ser lie Glu Asn Pro Ala Ser Asp His His 

35 40 45 

Tyr Gly Gly Gly Ala Val Gin lie Leu Gly Pro Ala Thr Lys Lys Gin 
50 55 60 

Glu Asn Gin Glu Asp Gin Leu Val Trp Arg Thr Phe Pro Ser Val Lys 
65 70 75 80 

Lys Phe Trp Ala Ser Pro Arg Gin Phe Ala Leu Gly His Trp Gly Lys 

85 90 95 

Cys Arg Asp Asn Arg Gin Ala Lys Pro Leu Leu Ser Glu Glu Phe Phe 

100 105 110 

Ala Thr Val Lys Glu Gly Tyr Gin lie His Gin Asn Gin His Gin Gly 
115 120 125 

Gin lie lie His Gly Asp Arg His Cys Arg Trp Gin Phe Thr Val Glu 
130 135 140 

Pro Glu Val Thr Trp Gly Ser Pro Asn Arg Phe Pro Arg Ala Thr Ala 
145 150. 155 160 

Gly Trp Leu Ser Phe Leu Pro Leu Phe Asp Pro Gly Trp Gin lie Leu 

165 170 175 

Leu Ala Gin Gly Arg Ala His Gly Trp Leu Lys Trp Gin Arg Glu Gin 

180 185 190 

Tyr Glu Phe Asp His Ala Leu Val Tyr Ala Glu Lys Asn Trp Gly His 
195 200 205 

Ser Phe Pro Ser Arg Trp Phe Trp Leu Gin Ala Asn Tyr Phe Pro Asp 
210 215 220 

His Pro Gly Leu Ser Val Thr Ala Ala Gly Gly Glu Arg lie Val Leu 
225 230 235 240 

Gly Arg Pro Glu Glu Val Ala Leu He Gly Leu His His Gin Gly Asn 

245 250 255 
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Phe Tyr Glu Phe Gly Pro Gly His Gly Thr Val Thr Trp Gin Val Ala 

260 265 270 

Pro Trp Gly Arg Trp Gin Leu Lys Ala Ser Asn Asp Arg Tyr Trp Val 
275 280 285 

Lys Leu Ser Gly Lys Thr Asp Lys Lys Gly Ser Leu Val His Thr Pro 
290 295 300 

i 

Thr Ala Gin Gly Leu Gin Leu Asn Cys Arg Asp Thr Thr Arg Gly Tyr 
305 310 315 320 

Leu . Tyr Leu Gin Leu Gly Ser Val Gly His Gly Leu He Val Gin Gly 

325 330 335 

Glu Thr Asp Thr Ala Gly Leu Glu Val Gly Gly Asp Trp Gly Leu Thr 

340 345 350 

Glu Glu Asn Leu Ser Lys Lys Thr Val Pro Phe 
355 360 



<210> 23 
<211> 1047 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1047) 

<400> 23 

atg aaa gca act eta gca gca ccc tct tct etc aca age etc cct tat 48 

Met Lys Ala Thr Leu Ala Ala Pro Ser Ser Leu Thr Ser Leu Pro Tyr 
1 5 10 15 

cga acc aac tct tct ttc ggc tea aag tea teg ctt etc ttt egg tct 96 
Arg Thr Asn Ser Ser Phe Gly Ser Lys Ser Ser Leu Leu Phe Arg Ser 

20 25 30 

cca tec tec tec tec tea gtc tct atg acg aca acg cgt gga aac gtg 144 
Pro Ser Ser Ser Ser Ser Val Ser Met Thr Thr Thr Arg Gly Asn Val 

35 40 45 

get gtg gcg get get get aca tec act gag gcg eta aga aaa gga ata 192 
Ala Val Ala Ala Ala Ala Thr Ser Thr Glu Ala Leu Arg Lys Gly He 
50 55 60 



gcg gag ttc tac aat gaa act teg ggt ttg tgg gaa gag att tgg gga 



240 
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Ala Glu Phe Tyr Asn Glu Thr Ser Gly Leu Trp Glu Glu lie Trp Gly 
65 70 75 80 . 

gat cat atg cat cat ggc ttt tgt gaccct gat tct tct gtt caa ctt 288 
Asp His Met His His Gly Phe Cys Asp Pro Asp Ser Ser Val Gin Leu 

85 90 95 

tct gat tct ggt cac aag gaa get cag ate cgt atg at t gaa gag tct 336 
Ser Asp Ser Gly His Lys Glu Ala Gin He Arg Met lie Glu Glu Ser 

100 105 HO 

etc cgt ttt gec ggt gtt act gat gaa gag gag gag aaa aag ata aag 384 
Leu Arg Phe Ala Gly Val Thr Asp Glu Glu Glu Glu Lys Lys lie Lys 
115 120 125 

aaa gta gtg gat gtt ggg tgt ggg att gga gga age tea aga tat ctt 432 
Lys Val Val Asp Val Gly Cys Gly lie Gly Gly Ser Ser Arg Tyr Leu 
130 135 140 

gec tct aaa ttt gga get gaa tgc att ggc att act etc age cct gtt 480 
Ala Ser Lys Phe Gly Ala Glu Cys He Gly He Thr Leu Ser Pro Val 
145 150 155 160 

cag gec aag aga gec aat gat etc gcg get get caa tea etc get cat 528 
Gin Ala Lys Arg Ala Asn Asp Leu Ala Ala Ala Gin Ser Leu Ala His 

165 170 175 

aag get tec ttc caa gtt gcg gat gcg ttg gat cag cca ttc gaa gat 576 
Lys Ala Ser Phe Gin Val Ala Asp Ala Leu Asp Gin Pro Phe Glu Asp 

180 185 190 

gga aaa ttc gat ata gtg tgg teg atg gag agt ggt gag cat atg cct 624 
Gly Lys Phe Asp lie Val Trp Ser Met Glu Ser Gly Glu His Met Pro 
195 200 205 

gac aag gee aag ttt gta aaa gag ttg gta cgt gtg gcg get cca gga 672 
Asp Lys Ala Lys Phe Val Lys Glu Leu Val Arg Val Ala Ala Pro Gly 
210 215 220 

ggt agg ata ata ata gtg aca tgg tgc cat aga aat eta tct gcg ggg 720 
Gly Arg He He He Val Thr Trp Cys His Arg Asn Leu Ser Ala Gly 
225 230 235 240 

gag gaa get ttg cag ccg tgg gag caa aac ate ttg gac aaa ate cgt 768 
Glu Glu Ala Leu Gin Pro Trp Glu Gin Asn He Leu Asp Lys He Arg 

245 250 255 



aag acg ttc tat etc 
Lys Thr Phe Tyr Leu 

260 



ccg get tgg tgc tec ace gat gat tat gtc aac 
Pro Ala Trp Cys Ser Thr Asp Asp Tyr Val Asn 

265 . 270 



816 
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ttg ctt caa tec cat tct etc cag gat att aag tgt gcg gat tgg tea 864 

Leu Leu Gin Ser His Ser Leu Gin Asp lie Lys Cys Ala Asp Trp Ser 

275 280 285 

gag aac gta get cct ttc tgg cct gcg gtt ata egg act gca tta aca 912 

Glu Asn Val Ala Pro Phe Trp Pro Ala Val He Arg Thr Ala Leu Thr 
290 295 300 



tgg aag ggc ctt gtg tct ctg ctt cgt agt ggt atg aaa agt att aaa 
Trp Lys Gly Leu Val Ser Leu Leu Arg Ser Gly Met Lys Ser He Lys 
305 310 315 320 

gga.gca ttg aca atg cca ttg atg att gaa ggt tac aag aaa ggt gtc 
Gly Ala Leu Thr Met Pro Leu Met He Glu Gly Tyr Lys Lys Gly Val 

325 330 335 

att aag ttt ggt ate ate act tgc cag aag cca etc taa 
lie Lys Phe Gly He He Thr Cys Gin Lys Pro Leu 

340 345 



<210> 24 
<211> 348 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thai i ana 
<400> 24 

Met Lys Ala Thr Leu Ala Ala Pro Ser Ser Leu Thr Ser Leu Pro Tyr 
1 5 10 15 

Arg Thr Asn Ser Ser Phe Gly Ser Lys Ser Ser Leu Leu Phe Arg Ser 

20 25 30 

Pro Ser Ser Ser Ser Ser Val Ser Met Thr Thr Thr Arg Gly Asn Val 

35 40 45 

Ala Val Ala Ala Ala Ala Thr Ser Thr Glu Ala Leu Arg Lys Gly He 
50 55 60 

Ala Glu Phe Tyr Asn Glu Thr Ser Gly Leu Trp Glu Glu He Trp Gly 
65 70 75 80 

Asp His Met His His Gly Phe Cys Asp Pro Asp Ser Ser Val Gin Leu 

85 90 95 

Ser Asp Ser Gly His Lys Glu Ala Gin He Arg Met He Glu Glu Ser 

100 105 HO 

Leu Arg Phe Ala Gly Val Thr Asp Glu Glu Glu Glu Lys Lys He Lys 



960 



1008 



1047 



WO 02/072848 PCT/EP02/02492 

49 

115 120 125 

Lys Val Val Asp Val Gly Cys Gly lie Gly Gly Ser Ser Arg Tyr Leu 
130 135 140 

Ala Ser Lys Phe Gly Ala Glu Cys lie Gly lie Thr Leu Ser Pro Val 
145 150 155 160 

Gin Ala Lys Arg Ala Asn Asp Leu Ala Ala Ala Gin Ser Leu Ala His 

165 170 175 

Lys Ala Ser Phe Gin Val Ala Asp Ala Leu Asp Gin Pro Phe Glu Asp 

180 185 190 

Gly Lys Phe Asp lie Val Trp Ser Met Glu Ser Gly Glu His Met Pro 
195 200 205 

Asp Lys Ala Lys Phe Val Lys Glu Leu Val Arg Val Ala Ala Pro Gly 
210 215 220 

Gly Arg lie lie He Val Thr Trp Cys His Arg Asn Leu Ser Ala Gly 
225 230 235 240 

Glu Glu Ala Leu Gin Pro Trp Glu Gin Asn He Leu Asp Lys He Arg 

245 250 255 

Lys Thr Phe Tyr Leu Pro Ala Txp Cys Ser Thr Asp Asp Tyr Val Asn 

260 265 270 

Leu Leu iGln Ser His Ser Leu Gin Asp lie Lys Cys Ala Asp Trp Ser 
275 280 285 

Glu Asn Val Ala Pro Phe Trp Pro Ala Val He Arg Thr Ala Leu Thr 
290 295 300 

Trp Lys Gly Leu Val Ser Leu Leu Arg Ser Gly Met Lys Ser lie Lys 
305 310 315 320 

Gly Ala Leu Thr Met Pro Leu Met He Glu Gly Tyr Lys Lys Gly Val 

325 330 335 

He Lys Phe Gly He He Thr Cys Gin Lys Pro Leu 

340 345 



<210> 25 
<211> 580 
<212> DNA 

<213> Brassica napus 
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<220> 

<221> misc„structure 
<222> (11. - (580) 

<400> 25 

gtcgacgagc tcatggggcg aagggtcttg ctgcaccaag agattttctt gcaccaacgg 60 

■ 

catggtttga ggaagggcta cggcctgact acactattgt tcagaagttt ggcggtgaac 120 
tctttactgc taaacaagat ttctctccgt tcaatgtggt tgcctggcat ggcaattacg 180 
tgccttataa gtatgacctg cacaagttct gtccatacaa cactgtcctt gtagaccatg 240 
gagatccatc tgtaaataca gttctgacag caccaacgga taaacctggt gtggccttgc 300 
ttgattttgt catattccct cctcgttggt tggttgctga gcataccttt cgacctcctt 360 
actaccatcg taactgcatg agtgaattta tgggcctaat ctatggtgct tacgaggcca 420 
aagctgatgg atttctacct ggtggcgcaa gtcttcacag ttgtatgaca cctcatggtc 480 
cagatacaac cacatacgag gcgacgattg ctcgtgtaaa tgcaatggct ccttataagc 540 
tcacaggcac catggccttc atgtttgagg taccagtact 580 



<210> 26 
<211> 30 
<212> DMA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibiong von Knstliche Sequenz : Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (30) 

<400> 26 

gatatcatgg actcctacgt gattcagacg 30 

<210> 27 
<2H> 29 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 



WO 02/072848 

51 

<220> 

<221> primer _bind 
<222> (1) . . (29) 

<400> 27 

gatatcttat ttgtcacact cctcctggc 



<210> 28 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz : Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (24) 

<400> 28 

gtcgacatgg caacccttaa gtgc 

<210> 29 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (25) 

<400> 29 

gtcgacttac ttaacaccat tgacg 

<210> 30 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer„bind 



WO 02/072848 

<222> (1).. (24) 
<400> 30 

gtcgacatgg cgagcaacgg agtt 



. <210> 31 

<211> 25 

<212> UNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche 
<220> 

<221> primer_bind 

<222> (1) . . (25) 

<400> 31 

gtcgactcag ttgacagaga cgacg 



<210> 32 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1)..(30) 

<400> 32 

ggatccgatc catgagcgaa gaacaaccac 

<210> 33 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche 



PCT/EP02/02492 

52 



24 



Sequenz : Primer 



25 



Sequenz: Primer 



30 



Sequenz : Primer 



<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (27) 
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<400> 33 

ggatccttac atttcgagat tattatc 27 



<210> 34 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 

<222> (1) . . (27) 

<400> 34 

agate tatgg agaatggagc aacgacg 27 



<210> 35 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 

<222> (1) . . (31) 

<400> 35 

agatctatat ggttggatat tgagtcttgg c 31 



<210> 36 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 



<220> 

<221> primer_bincl 
<222> (1) . . (26) 



<400> 36 

gcccgggcat ggcttccatt gctctc 



26 
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PCT/EP02/02492 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



37 
26 
DNA 

Artificial Sequence 



<220> 
<223> 



Die Beschreibung von Knstliche Sequenz : Primer 



<220> 
<221> 
<222> 



primer_bind 



(1)..(26) 



<400> 37 

gcccgggcgc tcaaattatg aagtta 



26 



<210> 38 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_Jbind 
<222> (1) . . (24) 

<400> 38 

ggatccatgg gccaccaaaa cgcc 24 

<210> 39 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) (26) 



<400> 39 

gtcgactcat cccactaact gtttgg 



26 
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<210> 40 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primerjbind 
<222> (1) . . (26) 

<400> 40 

ggatccatgg agtctctgct etc tag 26 



<210> 41 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_Jbind 
<222> (1) . . (32) 

<400> 41 

ccatggatcc tcacttcaaa aaaggtaaca gc 



<210> 42 
<211> 31 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (31) 

<400> 42 

gatatcacca tggccgctgg actgtatctc c 



<210> 43 
<211> 30 
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<212> DENA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (30) 

<400> 43 

gtcgacctta agaatttaag cttgagtggc 30 



<210> 44 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Besclireibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer__bind 
<222> (1) . . (27) 

<400> 44 

gatatcatgg aaatttccgc cccacag 27 



<210> 45 
<211> 28 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Die Besclireibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (28) 

<400> 45 

gatatccagt gttattccct cagaatgg 28 



<210> 46 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
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PCTYEP02/02492 



<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (26) 

<400> 46 

ggatccatga aagcaactct agcagc 



<210> 47 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer__bind 
<222> (1) . . (26) 

<400> 47 

gtcgacttag agtggcttct ggcaag 



<210> 48 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (24) 

<400> 48 

gtcgacgagc tcatgggggc gaag 

<210> 49 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 



WO 02/072848 

58 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_Jbind 
<222> (1) . . (21) 

<400> 49 

agtactggta cctcaaacat g 

<210> 50 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer.. bind 
<222> (1) . . (23) 

<400> 50 

tctagactag aatccaactt ctg 

<210> 51 
<211> 24 

<212> DNA > - 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstlicbe Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer — bind 
<222> (1) • . (24) 

<400> 51 

tctagagctc gatcgagcgg ccgc 

<210> 52 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
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<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) - . (26) 

<400> 52 

gcccgggcca aatttacaat tgccac 



<210> 53 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz 
<220> 

<221> primer„bind 
<222> (1) . . (23) 

<400> 53 

gcccgggcta attcccgatc tag 



<210> 54 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Artificial 'Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (26) 

<400> 54 

gcccgggcat ctgtcgtctc aaactc 

<210> 55 
<211> 28 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz 
<220> 

<221> primer_bind 
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* 

<222> (1) . . (28) 
<400> 55 

gcccgggctg ttgtcgcaaa attcgccc 28 



<210> 56 
<211> 2.6 
<212> DMA 

<213> Artificial Sequence, 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer Jaind 
<222> (1) . . (26) 

<400> 56 

gcccgggcat ctgtcgtctc aaactc 26 

<210> 57 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

w 

<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primerjbind 
<222> (1) . . (23) 

<400> 57 

gcccgggcta attcccgatc tag 23 



<210> 58 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz: Primer 
<220> 

<221> primer_bind 
<222> (1) . . (25) 
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<400> 58 

gcccgggcct agaatccaac ttctg 25 



